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1 .生产 可 食用 组 合 物 的 方法 ,所 述 方法 包括 以 下 步骤: 

a. 温 育 三 维 多 孔 支架 和 多 种 细胞 类 型 ,所 述 多 种 细胞 类 型 包括 : G) 成 肌 细 胞 或 其 祖 细 
胞 ;和 以 下 中 的 至 少 一 种 : Gi) 至 少 一 种 类 型 的 分 泌 细 胞 外 基质 (ECM) 的 细胞 ;或 4iii) 内 皮 
细胞 或 其 祖 细胞 ,其 中 所 述 成 肌 细 胞 或 其 祖 细 胞 与 所 述 内 皮 细 胞 或 其 祖 细 胞 以 范围 在 10:1 
至 1:10 之 间 的 比例 温 育 ;和 

b. 诱 导 成 肌 细 胞 或 其 祖 细 胞 分 化 成 肌 管 ， 

从 而 产生 所 述 可 食用 组 合 物 。 

2. 权 利 要 求 1 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 多 种 细胞 类 型 包括 成 肌 细 胞 或 其 祖 细胞 .至 少 一 种 
类 型 的 分 泌 细 胞 外 基质 ECM) 的 细胞 、 和 内 皮 细 胞 或 其 祖 细胞 。 

3. 权 利 要 求 1 或 2 中 任 一 项 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 分 泌 ECM 的 细胞 选 自 :基质 细胞 .成 纤 
维 细胞 . 周 细 胞 .平滑肌 细胞 及 其 祖 细 胞 。 

4. 权 利 要 求 1 至 3 中 任 一 项 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 多 种 细胞 类 型 包括 成 肌 细 胞 、 分 泌 ECM 
的 细胞 和 内 皮 细 胞 。 

5. 权 利 要 求 1 至 4 中 任 一 项 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 成 肌 细胞 的 祖 细胞 是 卫星 细胞 。 

6. 权 利 要 求 1 至 5 中 任 一 项 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 内 皮 细 胞 选 自 骨骼 微血管 内 皮 细 胞 、 
主动 脉 平 滑 肌 细 胞 、 或 其 组 合 。 

7. 权 利 要 求 1 至 6 中 任 一 项 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 多 种 细胞 类 型 包括 卫星 细胞 .分泌 ECM 
的 细胞 、 和 内 皮 细 胞 。 

8. 权 利 要 求 7 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 成 肌 细胞 或 其 祖 细胞 与 分 泌 ECM 的 细胞 以 范围 在 
10:1 至 1:1 之 间 的 比例 温 育 。 

9. 权 利 要 求 7 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 分 泌 ECM 的 细胞 与 内 皮 细 胞 以 范围 在 1:10 至 1:1 之 
间 的 比例 温 育 。 

10. 权 利 要 求 7 至 9 中 任 一 项 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 卫 星 细 胞 、 所 述 分 泌 ECM 的 细胞 、 和 所 
述 内 皮 细 胞 以 范围 在 10:1:1 至 2:1:10 之 间 的 比例 温 育 。 

11. 权 利 要 求 7 至 10 中 任 一 项 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 分 泌 ECM 的 细胞 是 成 纤维 细胞 、 其 祖 
细胞 、 或 其 组 合 。 

12. 权 利 要 求 1 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 三 维 多 孔 文 架 选 自 : 组 织 化 重 白 质 、 非 组 织 化 和 蛋白 
质 、 和 多 糖 。 

13. 权 利 要 求 12 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 组 织 化 蛋白 质 是 组 织 化 大 豆 蛋 

14. 权 利 要 求 12 或 13 中 任 一 项 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 三 维 多 孔 支架 包含 平均 直径 范围 
在 20 至 1,000 微 米 的 孔 。 

15. 权 利 要 求 1 至 14 中 任 一 项 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 多 种 细胞 类 型 是 非 人 类 细胞 。 

16. 权 利 要 求 1 至 15 中 任 一 项 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 多 种 细胞 来 源 于 牲畜 哺乳 动物 。 

17. 权 利 要 求 1 至 16 中 任 一 项 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 成 肌 细 胞 或 其 祖 细 胞 与 所 述 三 维 多 
孔 支 架 以 范围 在 10” 至 10' 个 所 述 成 肌 细 胞 或 其 祖 细 胞 与 10mg 所 述 三 维 多 孔 支架 的 比例 进行 


温 育 。 


18 .权利 要 求 1 至 17 中 任 一 项 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 三 维 多 孔 文 架 还 包含 细胞 外 基质 。 
19 .组 合 物 , 其 包含 : 
a. ZEZ ILIR 


m} 
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b .每 mm 所 述 三 维 多 孔 支架 包含 100,000-250 ,000 个 肌 管 核 的 肌 管 ;和 

c. 选 自 以 下 的 多 种 细胞 类 型 ; (i) 成 肌 细胞 或 其 祖 细 胞 ; 和 以 下 中 的 至 少 一 种 : (ii) 至 
少 一 种 类 型 的 分 泌 ECM 的 细胞 ;或 (iii) 内 皮 细 胞 或 其 祖 细胞 ,其 中 所 述 内 皮 细 胞 或 其 祖 细 
胞 占 所 述 多 种 细胞 的 少 于 15%。 

20. 权 利 要 求 19 所 述 的 组 合 物 , 其 中 所 述 多 种 细胞 类 型 包括 成 肌 细 胞 或 其 祖 细胞 、 至 少 
一 种 类 型 的 分 泌 细 胞 外 基质 (ECM) 的 细胞 、 和 内 皮 细 胞 或 其 祖 细胞 。 

21. 权 利 要 求 19 或 20 中 任 一 项 所 述 的 组 合 物 ,其 中 所 述 成 肌 细 胞 的 祖 细胞 是 卫星 细胞 。 

22. 权 利 要 求 19 至 21 中 任 一 项 所 述 的 组 合 物 ,其 中 所 述 多 种 细胞 类 型 包括 卫星 细胞 、 分 
泥 ECM 的 细胞 、 和 内 皮 细 胞 。 

23. 权 利 要 求 19 至 22 中 任 一 项 所 述 的 组 合 物 ,其 中 所 述 分 泌 ECM 的 细胞 是 成 纤维 细胞 、 
其 祖 细 胞 、 或 其 组 合 。 

24. 权 利 要 求 19 至 23 中 任 一 项 所 述 的 组 合 物 , 其 中 所 述 三 维 多 孔 支架 选 自 : 组 织 化 蛋 
质 、 非 组 织 化 蛋白 质 . 和 多 糖 。 

25. 权 利 要求 24 所 述 的 组 合 物 , 其 中 所 述 组 织 化 和 蛋白质 是 组 织 化 大 豆 蛋 

26. 权 利 要 求 19 或 25 中 任 一 项 所 述 的 组 合 物 , 其 中 所 述 三 维 多 孔 支架 包含 平均 直径 范 
围 在 20 至 1,000 微 米 的 孔 。 

27. 权 利 要 求 19 至 26 中 任 一 项 所 述 的 组 合 物 , 其 中 所 述 多 种 细胞 类 型 是 非 人 类 细胞 。 

28. 权 利 要 求 19 至 27 中 任 一 项 所 述 的 组 合 物 , 其 中 所 述 多 种 细胞 来 源 于 牲畜 哺乳 动物 。 

29. 权 利 要 求 19 至 28 中 任 一 项 所 述 的 组 合 物 , 其 中 所 述 三 维 多 孔 支架 还 包含 细胞 外 基 


质 。 


30. 权 利 要 求 19 至 29 中 任 一 项 所 述 的 组 合 物 , 其 中 所 述 组 合 物 是 可 食用 的 。 
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培养 肉 组 合 物 
[0001] “交叉 引用 


[0002] ”本 申请 要 求 享有 2017 年 7 月 15 日 提交 的 美国 临时 专利 申请 号 62/532,998 的 优先 权 
的 权益 ,其 内 容 通过 引用 以 其 全 部 并 入 本 文 。 


技术 领域 
[0003] ”本 发 明 尤 其 涉及 培养 肉 (cultured meat) 的 组 合 物 及 其 生产 方法 。 


背景 技术 

[0004] ”培养 肉 , 也 称 为 工程 肉 或 清洁 肉 (人 造 肉 ,clean meat) ,是 使 用 组 织 工程 技术 从 细 
胞 培养 中 生产 的 ,并 且 是 使 用 活体 动物 生产 传统 肉 的 突出 的 替代 方法 。 在 过 去 的 十 年 中 ,这 
一 概念 特别 是 在 生产 出 第 一 个 实验 室 生 长 的 培养 牛肉 汉堡 之 后 ,在 公众 舆论 ,大众 媒体 、 投 
资 者 和 科学 界 引 起 了 越 来 越 多 的 关注 。 用 动物 生产 的 食物 被 认为 效率 低下 ,因为 动物 在 其 
一 生 中 消耗 大 量 食 物 , 其 中 80-90% 的 卡路里 浪费 在 动物 的 新 陈 代 谢 和 非 食用 组 织 的 产生 
上 ,在 比较 不 同行 业 时 ,牛肉 对 环境 的 影响 最 大 ,但 是 总 的 来 说 ,就 土壤 和 水 需求 以 及 温室 
气体 (GHG) 排放 而 言 ,所 有 基于 动物 的 产品 都 比 基 于 植物 的 产品 具有 更 大 的 环境 足迹 ,根据 
联合 国 粮 食 及 农业 组 织 的 报告 ,畜牧 业 占 GHG 排 放 的 18% ,使 用 了 30% 的 地 球 地 域 或 70% 的 
耕地 ,以 及 8% 的 全 球 淡水 。 此 外 ,到 2050 年 ,世界 对 肉 的 需求 预计 将 增加 一 倍 ,这 意味 着 传 
统 的 肉 生产 系统 是 不 可 持续 的 ,与 几 种 肉 类 来 源 相 比 ,培养 肉 估计 减少 7-45% 的 能 源 使 用 、 
减少 78-96% 的 GHG 排 放 、 减 少 99% 的 土地 使 用 、 和 减少 82-96% 的 用 水 。 

[0005] ”集约 化 工厂 化 养殖 和 欠 佳 的 动物 福利 条 件 是 食 源 性 疾病 (如 猪 流 感 和 禽 流 感 ) 以 
及 可 在 肉 类 中 发 现 的 大 肠 杆 菌 沙门氏菌 和 弯曲 杆菌 传播 的 原因 。 在 无 菌 受 控 环境 中 生产 
肉 类 可 以 帮助 提高 食品 安全 性 ,此 外 ,在 美国 使 用 的 所 有 抗生素 中 有 70% 作 为 食品 添加 剂 
给 予 农 场 动物 ,这 些 抗生素 促进 了 对 抗 微生物 抗 性 菌株 的 选择 ,并 增加 了 对 多 种 药物 产生 
抗 性 的 细菌 的 可 能 .过 度 使 用 抗生素 是 产生 抗生素 抗 性 细菌 的 主要 原因 , 仅 在 美国 ,抗生素 
抗 性 细菌 每 年 就 造成 550 亿 美元 的 经 济 负 担 .200 万 例 感 染 、250,000 例 住院 治疗 和 至 少 23， 
000 例 死亡 .最近 在 中 国 养 猪 场 中 出 现 了 对 粘 菌 素 具有 抗 性 的 细菌 ,这 是 抗生素 的 终极 手 
段 。 
[0006] “当前 的 培养 肉 技 术 集 中 在 卫星 细胞 培养 上 .。 细 胞 可 以 以 悬浮 方式 在 二 维 (2D) 烧瓶 
中 或 在 微 载体 上 生长 、 分 离 、 分 化 和 收获 。 然 而 ,组 织 并 不 仅仅 由 细胞 组 成 ;细胞 外 基质 
(ECM) ,其 由 糖 蛋 白 和 塞 糖 等 大 分 子 组 成 并 赋予 组 织 生 化 和 生物 力学 性 质 , 是 细胞 的 大 部 
分 。ECM 调 节 细 胞 行为 并 影响 其 组 成 。 因 此 ,产生 ECM 的 细胞 对 于 培养 肉 是 必 不 可 少 的 ,并 且 
必须 避免 诸如 细胞 收获 之 类 的 过 程 ,另外 ,三 维 (3D) 细胞 培养 模拟 天 然 细 胞 环境 , 并且 对 影 
响 细胞 生化 含量 的 正确 的 细胞 行为 是 至 关 重 要 的 。 


发 明 内 容 
[0007] ”在 一 些 实施 方式 中 ,本 发 明 涉 及 包含 肌 管 的 可 食用 组 合 物 和 生产 所 述 可 食用 组 合 
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物 的 方法 。 
[0008] “本 发 明 部 分 地 基于 以 下 发 现 :与 对 照相 比 ,包括 多 种 细胞 类 型 (例如 , 卫星 细胞 、 分 
泌 ECM 的 细胞 和 内 皮 细 胞 ) 的 细胞 培养 物 诸如 在 三 维 多 孔 支架 上 生长 时 ,显示 出 更 好 的 存 
活 、 増 殖 和 肌 管 形成 。 

[0009] ”本 发 明 进一步 部 分 地 基于 令 人 惊讶 的 发 现 : 当 用 低 内 皮 细 胞 (EO) 浓度 而 不 是 用 高 
EC 浓度 进行 共 培 养 时 ,卫星 细胞 (如 非 人 类 卫星 细胞 ) 具有 更 好 的 分 化 活性 。 

[0010] ”根据 一 个 方面 ,提供 了 生产 可 食用 组 合 物 的 方法 ,所 述 方法 包括 以 下 步骤 : (a) 温 
育 三 维 多 孔 支架 和 多 种 细胞 类 型 ,所 述 多 种 细胞 类 型 包括 : (i) 成 肌 细 胞 或 其 祖 细胞 ;和 以 
下 中 的 至 少 一 种 : ii) 至 少 一 种 类 型 的 分 泌 细 胞 外 基质 (ECM) 的 细胞 ;或 (iii) 内 皮 细 胞 或 
其 祖 细胞 ,其 中 成 肌 细 胞 或 其 祖 细胞 与 内 皮 细 胞 或 其 祖 细 胞 以 范围 在 10:1 至 1:10 之 间 的 比 
例 温 育 ; 和 (b) 诱导 成 肌 细胞 或 其 祖 细 胞 分 化 成 肌 管 ,从 而 产生 可 食用 组 合 物 。 

[0011] ”在 一 些 实施 方式 中 ,多 种 细胞 类 型 包括 成 肌 细 胞 或 其 祖 细胞 、 至 少 一 种 类 型 的 分 
泌 细胞 外 基质 (ECM) 的 细胞 .和 内 皮 细 胞 或 其 祖 细胞 。 

[0012] ”在 一 些 实施 方式 中 ,分泌 ECNM 的 细胞 选 自 :基质 细胞 .成 纤维 细胞 、 周 细胞 .平滑 肌 
细胞 、 及 其 祖 细 胞 。 

[0013] ”在 一 些 实施 方式 中 ,多 种 细胞 类 型 包括 成 肌 细 胞 、 分 泌 ECM 的 细胞 和 内 皮 细 胞 。 
[0014] ”在 一 些 实施 方式 中 ,成 肌 细 胞 的 祖 细胞 是 卫星 细胞 。 

[0015] ”在 一 些 实施 方式 中 ,内 皮 细 胞 选 自 上 骨骼 微血管 内 皮 细 胞 、 主 动脉 平滑 肌 细 胞 、 或 其 
组 合 。 
[0016] ”在 一 些 实施 方式 中 ,多 种 细胞 类 型 包括 卫星 细胞 分泌 ECM 的 细胞 、 和 内 皮 细 胞 。 
[0017] ”在 一 些 实施 方式 中 ,成 肌 细 胞 或 其 祖 细胞 与 分 泌 ECM 的 细胞 以 范围 在 10:1 至 1:1 之 


间 的 比例 温 育 。 
[0018] ”在 一 些 实施 方式 中 ,分 泌 ECM 的 细胞 与 内 皮 细 胞 以 范围 在 1:10 至 1:1 之 间 的 比例 温 
育 。 


[0019] ”在 一 些 实施 方式 中 ,卫星 细胞 、 分 泌 ECM 的 细胞 、 和 内 皮 细 胞 以 范围 在 10:1:1 至 2: 
1:10 之 间 的 比例 温 育 。 

[0020] “在 一 些 实施 方式 中 ,分泌 ECM 的 细胞 是 成 纤维 细胞 .其 祖 细 胞 .或 其 组 合 。 

[0021] ”在 一 些 实施 方式 中 ,三 维 多 孔 支架 选 自 :组 织 化 蛋白 质 ( 织 构 蛋 白 ,textured 
protein) 、 非 组 织 化 蛋白 质 、 和 多 糖 ,在 一 些 实施 方式 中 ,组 织 化 蛋白 质 是 组 织 化 大 豆 蛋 
在 一 些 实施 方式 中 ,三维 多孔 支架 包含 平均 直径 范围 在 20 至 1,000 微 米 的 孔 。 

[0022] ”在 一 些 实施 方式 中 ,多 种 细胞 类 型 是 非 人 类 细胞 ,在 一 些 实施 方式 中 ,多 种 细胞 来 
源 于 牲畜 哺乳 动物 。 

[0023] ”在 一 些 实施 方式 中 ,成 肌 细 胞 或 其 祖 细胞 和 三 维 多 孔 支架 以 范围 在 10” 至 10' 个 成 
肌 细 胞 或 其 祖 细胞 与 10mg 三 维 多 孔 支架 的 比例 进行 温 育 。 在 一 些 实施 方式 中 ,三 维 多 孔 支 
架 还 包含 细胞 外 基质 。 

[0024] ”根据 另 一 方面 ,提供 了 这 样 的 组 合 物 ,其 包含 : (a) 三 维 多 孔 支架 ; (b) 每 mm 三 维 多 
孔 支 架 包 含 100,000-250,000 个 肌 管 核 的 肌 管 ;和 (c) 选 自 以 下 的 多 种 细胞 类 型 : G) 成 肌 细 
胞 或 其 祖 细胞 ; 和 以 下 中 的 至 少 一 种 : (ii) 至 少 一 种 类 型 的 分 泌 ECM 的 细胞 ;或 (iii) 内 皮 细 
胞 或 其 祖 细 胞 ,其 中 内 皮 细 胞 或 其 祖 细胞 占 所 述 多 种 细胞 的 少 于 15%。 
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[0025] 在 
[0026] K 


一 些 实施 方式 中 ,组合 物 是 可 食用 的 。 
非 另 有 定义 ,否则 本 文中 使 用 的 所 有 技术 和 /或 科学 术语 具有 与 本 发 明 所 属 领 


域 普 通 技术 人 员 通 第 所 理解 的 相同 含义 。 尽 管 与 本 文 描述 的 那些 类 似 或 等 同 的 方法 和 材料 


可 以 用 于 本 发 明 的 实施 方式 的 实践 或 测试 中 ,但 是 下 文 描述 了 示例 性 方法 和 /或 材料 。 在 有 


冲突 的 情况 下 ,以 包括 了 定义 的 本 专利 说 明 书 为 准 , 男 外 ,材料 、 方 法 和 实例 仅 是 示例 性 的 ， 
并 不 意图 必须 是 限制 性 的 。 


[0027] AR 


据 下 文 给 出 的 详细 描述 ,本 发 明 的 其 他 实施 方式 和 全 部 适用 范围 将 变 得 显 而 易 


见 。 然 而 ,应 该 理解 ,详细 说 明和 具体 实例 虽然 指示 了 本 发 明 的 优选 实施 方式 ,但 是 仅 是 出 


给 出 ,因为 在 本 发 明 的 精神 和 范围 内 的 各 种 变化 和 修改 通过 此 详细 描述 对 本 和 领 


于 示例 目的 
域 技术 人 员 
附 图 说 明 

[0028] 图 
显示 了 另外 
[0029] 图 
[0030] 图 
[0031] K 


[0032] 图 
(红色 ) 和 内 
[0033] 图 


而 言 将 是 显而易见 的 。 


1A-1C 是 显示 商业 TSP 的 照片 。 (A) 显示 了 TSP 的 大 块 、 中 块 和 小 块 产品 ,。 (B) 和 (C) 
两 种 商业 TSP 薄 片 (flake) 产品 ,注释 为 TVP (Æ) 和 Arcon Æ) 。 

2A-28B 是 显示 TSP 文 架 制 备 物 (A) 和 含有 细胞 的 TSP 支 架 B) 的 照片 。 
3A-3B 是 大 型 TSP (A) 和 中 型 TSP (B) 的 100x 放 大 率 SEM 図 像 。 

4A-4B 是 大 型 TSP (A) 和 中 型 TSP (B) 的 2x 108 放 大 率 SEM 图 像 。 

5A-5C 是 在 成 纤维 细胞 接种 后 第 8 天 (A) 、 第 18 天 B) 和 第 21 天 (C) 用 成 纤维 细胞 
皮 细 胞 (绿色 ) 填充 (populated) KTSP RAII RRE EMR EA 

6 是 将 200 ,000 个 成 纤维 细胞 (红色 ) 接种 到 三 种 不 同 的 支架 样品 (样品 1-3) 之 后 
共聚 焦 显 微 镜 网 像 , 这 些 文 架 样品 获 自 以 大 型 .中 型 .小 型 .和 90 "中 型 所 表示 的 


不 同 来 源 ,以 90° 中 型 所 表示 的 支架 在 支架 制备 程序 TSP 支 架 中 从 TSP 的 孔 侧 切 下 。 比 例 尺 = 


14 天 拍摄 的 
1mm。 

[0034] K 
镜 图 像 。 

[0035] K 
焦 显 微 镜 图 
[0036] 图 


7 是 在 TSP 支 架 上 培养 14 天 ( 蓝 色 -DAPI ,绿色 - 结 和 蛋白 ) 的 成 肌 细 胞 的 共聚 焦 显 微 


8 是 在 TSP 支 架 上 培养 14 天 (黄色 -DAPI ,绿色 - 鬼 笔 环 肽 ) 的 牛 骨 骼 肌 细 胞 的 共聚 
像 。 
9A-9E 是 接种 在 不 同 培养 基 中 的 牛 主动 脉 平滑 肌 细 胞 (BA0SMC) (第 8 代 ) 的 显 微 


HRJ o (A) 基础 培养 基 ; B) 商业 培养 基 ; (0) 胎 牛 血清 (15%%) 补充 ; (四 ) 非 必需 気 基 酸 社 充 : 


已 | 


和 (E) 内 
[0037] 图 
细胞 增殖 的 
[0038] 图 
的 生长 动力 
[0039] 图 
第 2 天 (A、D、 
色 的 牛 主动 


酸 盐 补充 。 比 例 尺 二 100pm。 


10A-10B 是 培养 3 天 后 ,不同 的 培养 基 对 第 9 代 (A) 和 第 10 代 B) 牛 主动 脉 平滑 肌 
比较 的 垂直 条 形 图 。 

11A-11B 是 显示 牛皮 肤 成 纤维 细胞 (BDF) (A) 和 牛 主动 脉 平滑 肌 细 胞 (BAOSMC ; B) 
学 的 图 。 
12A-12L 是 被 接种 与 支持 细胞 共 培 养 的 荧光 标记 的 牛 主动 脉 内 皮 细 胞 (BAEC) 在 
G 和 J) 、 第 6 天 (B、E、H 和 K) 和 第 8 天 (CF IML) 的 图 像 。BAEC 细 胞 (绿色 ) 与 均 为 红 
脉 平滑 肌 细 胞 (SMC; A-F) 或 牛皮 肤 成 纤维 细胞 (BDF ;G-L) 一 起 接种 ,A-C 和 G-I 是 


3X3 的 xX5 放 大 率 的 次 砖 扫描 (tile scans) ,oD-F 和 J-L 是 X20 放大 率 。 比 例 尺 二 100nm。 


[0040] 图 


13A-13L 是 被 接种 与 广 持 细胞 共 培 养 的 痰 光标 记 的 牛 骨 能 肌 微 血管 内 皮 细 胞 
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(BSkMVEC) 在 第 2 天 (AD GMD 、 第 6 天 (B、E、H 和 K) 和 第 8 天 (CF, IML) 的 图 像 。BSkMVEC 细 胞 
(绿色 ) 与 均 为 红色 的 牛 主动 脉 平滑 肌 细 胞 (SMC A-F) 或 牛皮 肤 成 纤维 细胞 (BDF:G-L) 一 起 


接种 .A-C 和 G-I 是 3X3 的 5 放大 率 的 瓷砖 扫描 。 


D-F 和 本 -L 赴 X20 放 大 率 。 比 例 尺 三 100um。 


[0041] 图 14A-14F 是 包含 不 同比 例 的 BAEC 与 SMC 的 荧光 标记 的 细胞 共 培 养 物 的 图 像 。A 和 
D) 5:1 的 BAEC 与 SMC; (BAHE) 1:1 的 BAEC 与 SMC。(C 和 P) 分 别 是 B 和 E 的 更 高 放大 率 。A-C 是 在 第 2 


天 拍摄 的 图 像 , 而 D-F 是 在 第 6 天 拍摄 的 医 


像 。BAEC 以 氏 色 表示 , 比 例 尺 三 100nm。 


[0042] ”图 15A-15E 是 包含 不 同比 例 的 BAEC 与 BDF 的 效 光 标记 的 细胞 共 培 养 物 的 图 像 。A 和 
C) 5:1 的 BAEC 与 SMC; (BAID) 1 :1 的 BAEC 与 SMC。 (E) 是 D 的 更 高 放大 率 ,A 和 B 是 在 第 2 天 拍摄 的 


图 像 ,而 C 和 D 是 在 第 6 天 拍摄 的 图 像 .BAEC 以 红色 表示 ;比例 尺 =100hm。 


[0043] ”图 16A-16L 是 包含 不 同比 例 的 BAEC 与 SMC 的 荧光 标记 的 细胞 共 培 养 物 的 图 像 。(A- 
D) 1:3 的 BAEC 与 SMC; (E-H)1:1 的 SMC 与 BAEC; 和 (I-L 和 F)5:1 的 BAEC 与 SMC。(B、D、F、H、J 和 L) 
分 别 是 A、C、E、G、I 和 K) 的 更 高 放大 率 。 (A、B、E、F、I 和 用 是 在 第 2 天 拍摄 的 图 像 , 而 (C、D、G、 
H、K 和 L) 是 在 第 6 天 拍摄 的 图 像 .-BAEC 以 红色 表示 ;比例 尺 二 100pm。 

[0044] ”图 17A-176 显 示 了 和 牛 卫星 细胞 BSO 的 分 化 和 肌 管 的 形成 。 ⑭-C) 是 分 化 前 的 BSC 细 
像 。 (G6) 是 显示 样品 的 融合 指数 (FI) 的 垂直 条 形 


胞 的 图 像 ; (D-P) 是 分 化 后 的 BSC 细 胞 的 图 
图 。A 和 D) 光学 显微镜 ; (B 和 E) Hoechst 和 (CHP) 成 肌 有 蛋白 。 发 现 分 化 前 后 ,自动 FI 的 差异 在 
统计 学 上 是 显著 的 (PIK =0. 00003) ,而 自动 FI 和 手动 FI 之 间 的 差异 则 不 显著 。 


[0045] 图 18 和 - 186G 是 分 化 第 0 天 的 BSC 的 亮 场 显 微 照片 。W) 对 照 ; (B) 牛 成 纤维 细胞 生长 因 


T (bFGF) ; (C) 表皮 生长 因子 (EGF) ; (D) IGF-1 (胰岛 素 村 


生长 因子 1) ; Œ) Pro-LIF (不 含 生长 


因子 LIF (白血病 抑制 因子 ) 的 增殖 培养 基 ) ; で ) 无 依赖 (无 添加 ,weaning) ;和 (G6) DiI. bE 


KR =300um. 


[0046] ”图 19A-196 是 分 化 第 4 天 的 BSC 的 亮 场 显 微 照 片 。 (A) 対照 ; B) 牛 成 纤维 细胞 生长 因 


T (bFGF) ; (C) 表皮 生长 因子 (EGF) ; (D) IGF-1 (胰岛 素 村 


RA ; FU (G) DiI。 比 例 尺 三 300um。 


生长 因子 1) ; ⑤) Pro-LIF, F) 无 依 


[0047] ”图 20A-20H 显 示 了 分 化 第 7 天 的 BSC 的 肌 管 形成 。 (A-0) 是 以 下 的 亮 场 显 微 照 片 : (A) 
对 照 ; B 牛 成 纤维 细胞 生长 因子 (bFGF) ; (0) 表皮 生长 因子 (EGF) ; (D) IGF-1 (胰岛 素 样 生长 
因子 1) ; (E) Pro-LIF; (A 无 依赖 ;和 (6)DiI。, 比 例 尺 二 300nm。() 是 针对 每 个 不 同 扩 增 ( 扩 


K expansion) 条 件 所 量化 的 肌 管 面积 % 的 垂直 条 形 图 。 
[0048] ”图 21 是 垂直 条 形 图 ,其 显示 了 使 用 生长 培 


天 的 细胞 履 盖 率 的 定量 值 。 


基 或 Pro-LIF 培 养 基 的 多 孔 支 架 上 第 7 


[0049] ”图 22A-22L 是 多 孔 支 架 上 分 化 的 荧光 标记 的 BSC 的 共聚 焦 显 微 镜 图 像 。 扩 增 阶 段 包 
括 : (AD) 在 生长 培养 基 上 培养 的 细胞 ; E-H) 在 Pro-LIF 找 养 基 上 培养 的 细胞 ; (TA) 在 Pro- 
LIF-bFGF 培 养 基 上 培养 的 细胞 。 分 化 阶段 包括 : AE 和 DJ) 未 向 分 化 塔 养 基 中 添加 生长 因子 


(GP) : (BB.F 和 了]) 将 IGF-1 添 加 到 分 化 培养 基 
和 L) 将 IGF-1 和 EGF 添 加 到 分 化 培养 基 
白 摄 


[0050] ”图 23A-230 是 接种 后 14 天 二 


中 。Di1 (红色 ) ; 结 


中 ; (C、G 和 K) 


将 EGF 添 加 到 分 化 培养 基 中 ;和 (DD、H 
蛋白 (绿色 ) 比例 尺 三 100um。 


及 的 在 PLLAVPLGA 支 架 上 生长 的 三 培养 物 的 免疫 荧光 


显 微 照片 .BSC、SMC 和 BAECLA (A-E) 2:1:1 和 (F-])2:1:5 的 不 同 细胞 密度 接种 在 PLLA/PLGA 支 


架 上 。(K-0) 是 (A-F) 的 放大 率 。 对 支架 进行 (4⑭、F 和 K) DAPI 染 色 ; 对 支架 进行 (6、G 和 L) RME 
染色 ;对 支架 进行 D、IT 和 N) CD31 染 色 。(E、J 和 0) 是 合并 图 


白 染 色 ; 对 支架 进行 (CHAM) Di1 
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像 。 比 例 尺 三 100um (A-J) ; 10um (K-0) 。 

[0051] ”图 24A-24F 是 接种 后 14 天 的 PLLAVPLGA 支 架 的 免疫 荧光 显 微 照片 。 将 BSC、SMC 和 BEC 
PA (A-C) 2:1:1 和 (D-F) 2:1:5 的 不 同 细胞 密度 接种 在 PLLA/PLGA 支 架 上 。(A 和 D) BSC 与 SMC (2: 
1) ; BAIE) BSC 与 BEC (2:1) ;和 (C 和 F) 仅 BSC 的 单一 培养 .对 支架 进行 DAPI 染 色 CAE) ; 対 支 
架 进 行 成 肌 蛋 白 染色 (灰色 ) ;对 支架 进行 DiI 染 色 (红色 ) ;和 对 支架 进行 CD31 染 色 (绿色 ) 。 
比例 尺 三 100um。 
[0052] ”图 25A-25H 是 接种 后 14 天 ,在 组 织 化 大 豆 和 蛋白 支 架 上 与 SMC 共 培养 的 BSC 的 免疫 这 
光 显 微 照片 ,测试 了 (4A-D)2:1:1 和 (EB- 四 2:1:5 的 不 同 细胞 密度 。 对 支架 进行 A 和 也 DAPI% 
色 ; 对 支架 进行 BAF) 成 肌 和 蛋白 染色 ;对 文 架 进行 CC 和 G) DiI 染色 ; (D) 和 (分 别 是 (A-C) 和 
B-G) 的 合并 图 像 。 比 例 尺 三 100um。 

[0053] ”图 26A-26E 是 接种 后 14 天 ,在 组 织 化 大 豆 和 蛋白 支架 上 三 培养 的 BSC、SMC 和 BEC 的 免 
疫 荧光 显 微 照片 ,对 支架 进行 (A) DAPI 染 色 ; 对 支架 进行 B) 成 肌 和 蛋白 染色 ;对 支架 进行 (0) 
DiI 染 色 ; 和 对 支架 进行 D) CD31 染 色 。 (Œ) 是 A-D) 的 合并 图 像 。 

[0054] ”图 27A-27B 是 接种 后 14 天 ,以 2:1:1 的 比例 接种 在 PLLA/PLGA 支 架 上 的 BSC、SMC 和 
BEC 的 三 培养 物 的 三 色 染 色 的 显 微 照片 。A) X5 放 大 率 的 瓷砖 扫描 和 (B) X 10 放 大 率 的 瓷砖 
扫描 ,支架 被 染 成 三 色 。 阳 性 细胞 外 基质 ECM) 染色 被 包围 .比例尺 三 100nm。 

[0055] ”图 28A-28C 是 垂直 条 形 图 ,其 显示 了 支持 细胞 对 肌 原 性 分 化 的 影响 以 及 培养 物 中 
不 同 细胞 比例 的 重要 性 ,显示 了 在 A) 2:1:1 和 (B)2:1:5 的 细胞 密度 下 PLLA/PLGA 支 架 上 的 
三 培养 物 (BSC:SMC:BEC) 和 对 照 ( 共 培 养 或 单一 培养 ) 的 肌 源 性 分 化 , (C) 以 2:1:1 对 组 织 化 
大 豆 蛋 白 进 行 统计 学 分 析 。 

[0056] ”图 29A-29N 描 述 了 三 培养 物 在 组 织 化 蛋白 质 支 架 上 的 分 化 。 A-L) 是 接种 后 14 天 的 
免疫 染色 的 组 织 化 大 豆 蛋 白 支架 的 荧光 图 像 ,细胞 被 接种 在 组 织 化 大 豆 蛋 白 支 架 上 : (AE 
AMI) BSC、(B、F 和 J) BSC+BEC; (C、G 和 K) BSC+SMC: 和 (D, HAIL) BSC+SMC+BEC 的 三 培养 物 。(A-D) 
X20 放 大 率 、(E-D X20 的 次 砖 扫描 、 和 (1-L) X63 放大 率 的 成 肌 蛋 白 染 色 。 对 支架 进行 DAPI 
染色 CEE) 、 对 支架 进行 成 肌 和 蛋白 染色 (灰色) 、 对 支架 进行 DiI 染 色 (红色 ) 对 支架 进行 和 
CD31 染 色 (绿色 ) 。 比 例 尺 三 100um。 M 是 在 TSP 支 架 上 进行 的 单一 培养 BSC) 、 共 培养 (BSC 
+BEC, 或 BSC+SMC) 和 三 培养 (BSC+SMC+BEC) 的 成 肌 蛋 白 表 达 定 量 的 垂直 条 形 图 。 N) 是 在 TSP 
文 架 上 进行 的 单一 培养 和 与 SMC 共 培养 的 BSC 宪 盖 率 定量 的 垂直 条 形 图 。 
[0057] ”图 30 是 接种 后 14 天 ,在 明胶 海绵 (Gelfoam) 支架 上 于 无 凝 胶 情 况 下 接种 的 免疫 染 
色 的 BSC 的 荧光 图 像 。 对 支架 进行 DAPI 染 色 HE) 、 对 支架 进行 成 肌 蛋 白 染 色 (灰色 ) 、 対 支 
架 进 行 DiI 染 色 (红色 ) ;和 对 支架 进行 CD31 染 色 (绿色 ) 。 比 例 尺 三 50um。 


具体 实施 方式 

[0058] ”本 发 明 涉 及 用 于 生产 供 食用 (food consumption) 的 培养 肉 的 组 合 物 、 试 剂 盒 (E 
组 ,kit) 和 方法 ,本 发 明 在 一 些 实施 方式 中 涉及 可 食用 组 合 物 ,其 包含 多 孔 组 织 化 蛋白 质 和 
附着 于 其 上 的 三 维 多 类 型 细胞 组 织 , 所 述 三 维 多 类 型 细胞 组 织 包括 成 肌 细 胞 和 一 种 或 多 种 
细胞 类 型 .本 发 明 还 涉及 通过 在 特定 条 件 下 用 三 维 多 孔 支架 (例如 ,多 孔 组 织 化 蛋白 质 ) 体 
外 培养 成 肌 细 胞 和 一 种 或 多 种 细胞 类 型 来 生产 组 合 物 的 方法 。 
[0059] ”在 一 些 实施 方式 中 ,本 发 明 的 组 合 物 可 以 由 在 供 人 类 、 非 人 类 动物 .或 两 者 食用 。 
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在 一 些 实施 方式 中 ,培养 肉 产 品 是 供 人 食用 的 食品 。 在 其 他 实施 方式 中 ,培养 肉 产 品 用 于 动 
物 饲 料 , 如 牲畜 饲料 ,水 产 养殖 饲料 、 或 家 庭 宠物 饲料 。 
[0060] ”在 一 些 实施 方式 中 ,本 发 明 涉 及 用 于 生产 可 食用 组 合 物 的 方法 ,所 述 方法 包括 以 
步骤 : 
[0061]  a. 温 育 三 维 多 孔 文 架 和 包含 成 肌 细 胞 与 至 少 一 种 分 泌 ECM 的 细胞 类 型 的 多 种 细胞 
类 型 ,所 述 至 少 一 种 分 泌 ECM 的 细胞 类 型 选 自 脂肪 细胞 .成 纤维 细胞 、 及 其 祖 细胞 ; 和 内 皮 细 
胞 或 其 祖 细 胞 
[0062] ”b. 使 所 述 多 种 细胞 类 型 在 三 维 多 孔 支架 上 扩 增 ;和 
[0063] cc .诱导 成 肌 细 胞 分 化 成 肌 管 ; 
[0064] “从 而 使 细胞 形成 可 食用 组 合 物 ,所 述 可 食用 组 合 物 包含 三 维 多 类 型 细胞 组 织 , 所 
述 三 维 多 类 型 组 织 包 含 肌肉 细胞 和 多 和 孔 组 织 化 蛋白质 。 
[0065] ”如 本 文 所 用 ,术语 “ 肌 管 ”是 指 由 多 个 成 肌 细 胞 和 /或 肌 细 胞 的 融合 所 形成 的 多 核 
纤维 。 
[0066] ”如 本 文 所 用 ,术语 “肌肉 细胞 ”是 指 对 肌肉 组 织 作 出 贡献 (促成 ,contributes to) 
的 任何 细胞 ,并 且 可 以 包 插 :成 肌 细胞 、 卫 星 细胞 (SO 、 肌 管 、 肌 纤维 、 和 肌 原 纤维 组 织 。 
[0067] ”在 一 些 实施 方式 中 ,方法 包括 体外 或 离 体 培 养 成 肌 细胞 ,并 使 这 些 细胞 分 化 成 特 
定 类 型 的 肌肉 细胞 ,如 骨骼 肌 细胞 或 平滑 肌 细 胞 。 
[0068] ”在 一 些 实施 方式 中 ,本 发 明 涉及 可 食用 组 合 物 ,其 包含 :多 孔 组 织 化 蛋白 质 ; 和 包 
含 肌肉 细胞 的 三 维 多 类 型 细胞 组 织 , 其 中 三 维 多 类 型 细胞 组 织 附着 于 多 孔 组 织 化 蛋白 质 ， 
并 且 其 中 三 维 多 类 型 细胞 组 织 来 源 于 将 多 种 细胞 类 型 与 多 孔 组 织 化 蛋白 质 进 行 体外 培养 ， 
所 述 多 种 细胞 类 型 包括 :成 肌 细 胞 和 选 自 以 下 的 一 种 或 多 种 细胞 类 型 :脂肪 细胞 .成 纤维 细 
胞 .平滑 肌 细 胞 内皮 细胞 及 其 祖 细 胞 。 
[0069] ”如 下 文 举例 说 明 的 ,组 合 物 可 包含 分 泌 细 胞 外 分 子 的 成 纤维 细胞 ,从 而 形成 向 细 
胞 提供 进一步 结构 和 机 械 文 持 的 细胞 外 基质 (ECM) 。 
[0070] ”如 下 文 进一步 举例 说 明 的 ,组 合 物 可 包含 内 皮 细 胞 (EC) 或 内 皮 祖 细胞 EPC) ,以 提 
供 组 织 支 持 、 提 供 信 号 传导 和 /或 形成 毛细 血管 内 皮 。 
[0071] ”在 一 些 实施 方式 中 ,三 维 多 类 型 细胞 组 织 包括 肌肉 细胞 ,肌肉 细胞 包括 骨骼 肌 细 
胞 .平滑肌 细胞 和 卫星 细胞 。 在 一 些 实施 方式 中 ,三 维 多 类 型 细胞 组 织 包 括 脂 肪 细胞 (fat 
cells) (例如 ,脂肪 细胞 (adipocytes) ) 。 在 一 些 实施 方式 中 ,三 维 多 类 型 细胞 组 织 包 括 由 特 
化 细胞 (例如 ,成 纤维 细胞 ) 分 泌 的 细胞 外 基质 。 在 一 些 实施 方式 中 ,三维 多 类 型 细胞 组 织 包 
括 内 上 色 细 胞 或 由 内 皮 细 胞 形成 的 毛细 血管 内 皮 , 内 皮 细 胞 包括 但 不 限于 主动 脉 内 皮 细 胞 和 
上 骨骼 微血管 内 皮 细 胞 ,在 一 些 实施 方式 中 ,三 维 多 类 型 细胞 组 织 还 包括 细胞 外 基质 ,在 一 些 
实施 方式 中 ,三 维 多 类 型 细胞 组 织 还 包括 脂肪 细胞 。 在 一 些 实施 方式 中 ,三维 多 类 型 细胞 组 
织 还 包括 毛细 血管 。 
[0072] ”在 一 些 实施 方式 中 ,本 发 明 涉及 适合 细胞 生长 的 组 合 物 ,其 包含 多 孔 组 织 化 蛋白 
质 和 细胞 培养 基 。 在 另 一 实施 方式 中 ,适合 细胞 生长 的 组 合 物 还 包含 生长 因子 、 细 胞 因子 、 
生物 活性 剂 营养 物 、 氨 基 酸 、 抗 生 素 化 合 物 、 抗 炎 化 合 物 、 或 其 任意 组 合 。 适 合 细胞 存活 和 
生长 的 合适 的 培养 基 和 化 合 物 是 本 领域 技术 人 员 已 知 的 。 
[0073] ”在 一 些 实施 方式 中 ,本 发 明 涉及 这 样 的 组 合 物 ,其 包含 :附着 于 多 孔 组 织 化 蛋白 质 
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的 多 种 细胞 类 型 ,所 述 多 种 细胞 类 型 包括 :成 肌 细胞 和 一 种 或 多 种 选 自 以 下 的 细胞 类 型 : 脂 
肪 细胞 、 成 纤维 细胞 .内皮 细胞 .平滑 肌 细 胞 、 及 其 祖 细胞 。 

[0074] ”在 一 些 实施 方式 中 ,本 发 明 提供 了 这 样 的 试剂 盒 ,其 包含 :三 维 多 孔 支架 (例如 ,多 
和 孔 组 织 化 蛋白 质 ) ;和 多 种 细胞 类 型 ,其 包括 :成 肌 细 胞 和 一 种 或 多 种 选 自 以 下 的 细胞 类 型 : 
脂肪 细胞 、 成 纤维 细胞 .平滑肌 细 胞 .内皮 细 胞 、 及 其 祖 细胞 。 在 一 些 实施 方式 中 ,试剂 盒 用 
于 生产 可 食用 组 合 物 , 在 一 些 实施 方式 中 ,试剂 盒 还 包含 至 少 一 种 选 自 以 下 的 组 分 :细胞 培 
养 基 、 生 长 因子 、 分 化 培养 基 、 分 化 诱导 剂 。. 在 一 些 实施 方式 中 ,试剂 盒 还 包含 细胞 培养 基 。 
在 另 一 实施 方式 中 ,细胞 培养 基 选 自 干 粉 培养 基 、 颗 粒 制 剂 \ 水 性 液体 或 培养 基 谊 缩 物 。 在 
一 些 实施 方式 中 ,多 种 细胞 类 型 是 冷冻 的 。 在 一 些 实施 方式 中 ,试剂 盒 还 包含 使 用 说 明 书 。 
[0075] “多 种 细胞 类 型 

[0076] “如 本 领域 技术 人 员 将 理解 的 ,可 用 三 维 多 孔 支架 培养 许多 细胞 类 型 或 细胞 群 , 从 
而 形成 三 维 多 类 型 细胞 组 织 结构 。 在 一 些 实施 方式 中 ,一 种 或 多 种 细胞 类 型 选 自 :成 肌 细 
胞 、 分 泌 ECM 的 细胞 、 内 皮 细 胞 。 

[0077] ”在 一 些 实施 方式 中 ,一 种 或 多 种 细胞 类 型 是 成 肌 细 胞 的 祖 细胞 .在 一 些 实施 方式 
中 ,一 种 或 多 种 细胞 类 型 是 分 泌 ECM 的 细胞 的 祖 细胞 。 在 一 些 实施 方式 中 ,一 种 或 多 种 细胞 
类 型 是 内 皮 细 胞 的 祖 细胞 。 

[0078] ”如 本 文 所 用 , 祖 细 胞 包括 间 充 质 干细胞 (MSc) 、 胚 胎 干细胞 (ESc) 、 成 年 干细胞 分 
化 的 Esc、 分 化 的 成 年 干细胞 、 和 诱导 的 多 能 干细胞 (iPSc) 。 如 本 文 所 用 ,术语 “ 祖 细胞 ”是 指 
能 够 在 多 个 谱系 中 产生 分 化 细胞 的 细胞 ,如 成 肌 细 胞 .成 纤维 细胞 脂肪 细胞 、 基 质 细胞 、 成 
纤维 细胞 、 周 细胞 平滑 肌 细 胞 、 和 内 皮 细 胞 ,“ 祖 细胞 ”与 干细胞 的 不 同 之 处 在 于 它们 一 般 
不 具有 广泛 的 自我 更 新 能 

[0079] 在 一 些 实施 方式 中 ,本 发 明 的 多 种 细胞 类 型 的 细胞 是 祖 细胞 ,在 一 些 实施 方式 中 ， 
祖 细 胞 在 单一 培养 中 培养 ,在 一 些 实 施 方式 中 , 祖 细胞 在 单一 培养 中 分 化 ,在 一 些 实施 方式 
中 , 祖 细胞 在 单一 培养 中 分 化 ,然后 根据 本 发 明 的 方法 在 具有 多 个 细胞 的 三 维 多 孔 文 架 上 
温 育 。 非 限制 性 实例 包括 但 不 限于 将 间 充 质 干 细胞 培养 并 分 化 为 成 肌 细 胞 ,之 后 接种 ,并 随 
后 在 三 维 多 孔 支架 上 温 育 分 化 的 成 肌 细胞 ,培养 和 诱导 祖 细胞 分 化 为 成 熟 细胞 的 方法 对 本 
领域 普通 技术 人 员 而 言 是 显而易见 的 。 
[0080] ”在 一 些 实施 方式 中 ,多 种 细胞 类 型 包括 成 肌 细 胞 和 成 纤维 细胞 ,在 一 些 实施 方式 
中 ,多 种 细胞 类 型 包括 成 肌 细 胞 成 纤维 细胞 和 /或 成 纤维 细胞 祖 细胞 ,在 一 些 实施 方式 中 ， 
多 种 细胞 类 型 包括 成 肌 细 胞 、 成 纤维 细胞 和 脂肪 细胞 ,在 一 些 实施 方式 中 ,多 种 细胞 类 型 包 
括 成 肌 细 胞 .成 纤维 细胞 、 脂 肪 细胞 、 和 /或 成 纤维 细胞 祖 细胞 和 /或 脂肪 细胞 祖 细胞 ,在 一 
些 实施 方式 中 ,多 种 细胞 类 型 包括 成 肌 细胞 .成 纤维 细胞 和 内 皮 细 胞 .在 一 些 实施 方式 中 ， 
多 种 细胞 类 型 包括 成 肌 细胞 .成 纤维 细胞 和 内 皮 细 胞 .和 /或 成 纤维 细胞 祖 细胞 、 和 /或 内 皮 
祖 细胞 ,在 一 些 实施 方式 中 ,多 种 细胞 类 型 包括 成 肌 细 胞 和 平滑 肌 细 胞 ,在 一 些 实施 方式 
中 ,多 种 细胞 类 型 包括 成 肌 细 胞 、 平 滑 肌 细胞 和 内 皮 细 胞 ,在 一 些 实施 方式 中 ,多 种 细胞 类 
型 包括 成 肌 细 胞 .平滑肌 细 胞 内 皮 细 胞 .和 脂肪 细胞 。 在 一 些 实施 方式 中 ,多 种 细胞 类 型 包 
括 成 肌 细 胞 、 成 纤维 细胞 、 内 皮 细 胞 、 和 脂肪 细胞 ,在 一 些 实施 方式 中 ,多 种 细胞 类 型 包括 成 
肌 细 胞 、 成 纤维 细胞 、 内 皮 细 胞 、 脂 肪 细胞 和 /或 成 纤维 细胞 祖 细 胞 、 和 /或 脂肪 细胞 祖 细胞 、 
和 /或 内 皮 祖 细胞 。 
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[0081] 在 一 些 实施 方式 中 ,多 种 细胞 类 型 获 自 活体 动物 并 被 培养 成 原 代 细 胞 系 。 作 为 非 
限制 性 实例 ,可 通过 活检 获得 细胞 并 离 体 培养 .对 于 另 一 非 限制 性 实例 ,细胞 可 获 自 商业 来 
[0082] ”在 一 些 实施 方式 中 ,多 种 细胞 类 型 来 源 于 干细胞 ,如 多 能 胚胎 干细胞 ,在 另 一 实施 
方式 中 ,使 用 间 充 质 干细胞 (MSC) 。 如 本 领域 技术 人 员 已 知 的 ,MSC 可 产生 肌肉 细胞 、 脂 肪 细 
胞 、 肯 细胞 、 和 软骨 细胞 ,在 另 一 实施 方式 中 ,细胞 是 诱导 型 多 能 干细胞 (iPS 或 iPSC) 。 在 另 
一 实施 方式 中 ,细胞 来 源 于 全 能 胚胎 干细胞 ,如 来 自 这 些 动物 的 胚 泡 期 、 受 精 卵 . 胎 盘 、 或 脐 
带 的 细胞 。 

[0083] ”在 一 些 实施 方式 中 ,多 种 细胞 类 型 来 源 于 非 人 类 细胞 ,在 一 些 实施 方式 中 ,多 种 细 
胞 类 型 来 源 于 选 自 以 下 的 非 人 类 细胞 :哺乳 动物 、 鸟 类 、 鱼 类 无 硝 椎 动物 、 扑 行动 物 、 两 栖 
动物 、 及 其 组 合 。 在 一 些 实施 方式 中 ,多 种 细胞 类 型 来 源 于 哺乳 动物 ,在 一 些 实施 方式 中 ,多 
种 细胞 类 型 来 源 于 非 人 类 哺乳 动物 ,在 一 些 实施 方式 中 ,多 种 细胞 类 型 来 源 于 牲畜 哺乳 动 
物 , 如 本 文 所 用 ,“ 牲 畜 ” 包 括 任何 家 养 哺 乳 动 物 、 半 家 养 哺 乳 动物 或 圈养 野生 哺乳 动物 。 非 
人 类 哺乳 动物 的 非 限制 性 实例 包括 : 冷 羊 能、 海 猩 .对 牛 、 野 猪 、 骆 驼 、 驯 鹿 、 牛 、 鹿 、 大 象 麻 
庵 、 狐 狸 . 长 颈 鹿 、 山 羊 . 野 免 、. 马 .野山 羊 、 袋 鼠 、 狮 子 、 美 洲 驼 、 驼 鹿 、 西 句 、 猪 、 兔 子 海豹 、 纺 
羊 、 松 鼠 ` 虎 、 鲸 、 物 牛 . 和 斑马 、 或 其 组 合 。 在 一 些 实施 方式 中 ,多 种 细胞 类 型 来 源 于 乌 细 胞 。 
鸟 类 的 非 限制 性 实例 包括 : 鸡 、. 鸭 、 酌 竟 、 忽 、 松 鸡 . 和 能 鸟 、. 野鸡、 铝 子 ` 稚 葛 . 和 火 鸡 、 或 其 组 
合 。 在 一 些 实施 方式 中 多 种 细胞 类 型 来 源 自 鱼 类 。 鱼 的 非 限 制 性 实例 包括 :鲈鱼 (bass) 48 
fa fpf fafa tat k H AA AAE EARE AKE H fa fra at i pkt tE 
WH GEE (perch) 、 派 克 鱼 、 明 太 鱼 (pollock) 、 鲜 鱼 、 沙丁鱼 . 效 鱼 .鲍鱼 、 鲁 鱼 、 剑 鱼 、 罗 非 
鱼 、 鳝 鱼 、 金 枪 鱼 、 和 和 碧 古 鱼 、 或 其 组 合 , 在 一 些 实施 方式 中 ,多 种 细胞 类 型 来 源 于 无 硝 椎 动 
物 。 无 状 椎 动物 的 非 限制 性 实例 包括 :龙虾 .螃蟹 .是 、. 蛤 、 牡 明 、 贻 贝 .和 海胆 。 在 一 些 实施 方 
式 中 ,多 种 细胞 类 型 源 自 扑 行动 物 . 和 仆 行 动物 的 非 限制 性 实例 包括 : 蛇 、 鳞 鱼 、 和 鱼 , 在 一 些 
实施 方式 中 ,多 种 细胞 类 型 来 源 于 两 栖 动 物 。 两 柄 动物 的 非 限 制 性 实例 包括 蛙 类 。 

[0084] ”接种 和 培养 细胞 
[0085] ”如 本 领域 技术 人 员 将 理解 的 ,本 文 所 述 的 组 合 物 和 方法 中 使 用 的 每 种 类 型 的 细胞 
可 具有 优选 或 最 佳 的 细胞 密度 范围 ,并 且 喜 好 适合 细胞 存活 的 培养 基 或 生长 因子 。 在 一 些 
实施 方式 中 ,每 种 细胞 类 型 以 特定 的 细胞 密度 接种 。 在 一 些 实施 方式 中 ,将 细胞 同时 地 或 以 
顺序 方式 进行 接种 。 

[0086] ”在 一 些 实施 方式 中 ,成 肌 细胞 以 相对 于 10mg 的 多 和 孔 组 织 化 蛋白 质 ,10* 至 10' 个 细胞 
的 细胞 密度 接种 。 在 一 些 实施 方式 中 ,以 特定 比例 接种 不 同 的 细胞 类 型 。 在 一 些 实施 方式 
中 ,接种 的 成 肌 细 胞 与 接种 的 成 纤维 细胞 的 比例 范围 在 1:1,000 和 1,000:1 之 间 。 在 一 些 实 
施 方式 中 ,接种 的 成 肌 细胞 和 接种 的 成 纤维 细胞 与 接种 的 内 皮 细 胞 的 比例 范围 在 1:20 和 
20:1 之 间 。 在 一 些 实施 方式 中 ,接种 的 成 肌 细 胞 和 接种 的 成 纤维 细胞 与 接种 的 脂肪 细胞 的 
比例 范围 在 1:5000 和 5000:1 之 间 。 在 一 些 实施 方式 中 ,接种 的 卫星 细胞 与 接种 的 平滑 肌 细 
胞 的 比例 范围 在 5:1 和 1:5 之 间 。 在 一 些 实施 方式 中 ,接种 的 卫星 细胞 与 接种 的 骨骼 微血管 
内 皮 细 胞 的 比例 范围 在 10:1 和 1:10 之 间 。 在 一 些 实施 方式 中 ,接种 的 平滑 肌 细 胞 与 接种 的 
上 骨骼 微血管 内 皮 细 胞 的 比例 范围 在 10:1 和 1:10 之 间 。 在 一 些 实施 方式 中 ,接种 的 卫星 细胞 
与 接种 的 平滑 肌 细 胞 与 接种 的 骨骼 微血管 内 皮 细 胞 的 比例 范围 在 10:1:1 和 2:1:10 之 间 。 在 
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一 个 实施 方式 中 ,接种 的 卫星 细胞 与 接种 的 平滑 肌 细 胞 与 接种 的 骨骼 微血管 内 皮 细 胞 的 比 
例 范围 在 2:1:1 和 2:1:5 之 间 , 或 两 者 之 间 的 任何 比例 ,在 一 个 实施 方式 中 ,接种 的 卫星 细胞 
与 接种 的 平滑 肌 细 胞 与 接种 的 骨骼 微血管 内 皮 细 胞 的 比例 范围 在 2:1:1 和 2:1:2 之 间 , 或 两 
者 之 间 的 任何 比例 ,在 一 个 实施 方式 中 ,接种 的 卫星 细胞 与 接种 的 平滑 肌 细 胞 与 接种 的 骨 
骼 微血管 内 皮 细 胞 的 比例 范围 在 2:1:1 与 2:1:3 之 间 , 或 两 者 之 间 的 任何 比例 ,在 一 个 实施 
方式 中 ,接种 的 卫星 细胞 与 接种 的 平滑 肌 细 胞 与 接种 的 骨 骨 微血管 内 皮 细 胞 的 比例 范围 在 
2:1:1 与 2:1:4 之 间 ,或 两 者 之 间 的 任何 比例 。 每 种 可 能 性 都 代表 本 发 明 的 单独 的 实施 方式 。 
[0087] 在 一 些 实施 方式 中 ,接种 的 细胞 密度 和 温 育 的 细胞 密度 是 同等 相同 的 
(comparably the same) 。 
[0088] ”在 一 个 实施 方式 中 ,“ 禾 盖 率 %” 是 指 与 细胞 或 肌 管 接触 的 多 和 孔 支架 的 面积 或 体 
积 。 在 另 一 实施 方式 中 , 履 盖 率 % 是 指 细胞 或 肌 管 所 占据 的 多 孔 支 架 的 面积 或 体积 。 如 本 文 
所 用 ,与 支架 接触 的 细胞 在 其 上 、 其 内 部 、 或 是 其 上 和 其 内 部 的 组 合 。 

[0089] ”在 一 些 实施 方式 中 ,多 种 细胞 的 覆盖 率 % 是 至 少 10%、 至 少 20% 、 至 少 30%、 至 少 
40%、 至 少 50%、 至 少 60%、 至 少 70%、 至 少 80%、 至 少 90、 或 至 少 99% ,在 一 些 实施 方式 中 ， 
多 种 细胞 的 覆盖 率 % 是 5-20% 、15-30% 、25-40% 、35-50% 、45-60% 、55-70%、65-80%、 
75-90%、85-100%%、 或 其 之 间 的 任何 范围 。 每 种 可 能 性 都 代表 本 发 明 的 单独 的 实施 方式 。 
[0090] ”在 一 些 实施 方式 中 ,卫星 细胞 的 履 盖 率 %% 是 至 少 35%% 、 至 少 50% 、 至 少 60% E2 
70%、 至 少 809% 、 至 少 90、 或 至 少 99% ,在 一 些 实施 方式 中 ,卫星 细胞 的 覆盖 率 % 是 25-40%、 
35-50% 、45-60% 、55-70% 、65-80% 、75-90% 、85-100% 或 其 之 间 的 任何 范围 .每 种 可 能 
性 都 代表 本 发 明 的 单独 的 实施 方式 。 

[0091] “在 一 些 实施 方式 中 ,内 皮 细 胞 的 覆盖 率 %% 至 多 是 2% 、 至 多 是 5%、 至 多 是 10% E 
多 是 15% 、 至 多 是 20% 、 至 多 是 25% 、 至 多 是 30%、 至 多 是 35% 、 至 多 是 40% 、 至 多 是 45% 、 或 
至 多 是 50% ,在 一 些 实施 方式 中 ,内 皮 细 胞 的 覆盖 率 % 是 5-15%、10-25%、20-35%、30- 
50% 或 其 之 间 的 任何 范围 ,每 种 可 能 性 都 代表 本 发 明 的 单独 的 实施 方式 。 

[0092] ”在 一 些 实施 方式 中 ,内 皮 细 胞 用 于 增加 成 肌 细 胞 或 其 祖 细胞 的 增殖 ,在 一 些 实施 
方式 中 ,内 皮 细 胞 抑制 成 肌 细 胞 或 其 祖 细 胞 分 化 成 肌 管 。 在 一 些 实施 方式 中 ,内 皮 细 胞 支持 
成 肌 细 胞 或 其 祖 细胞 的 生长 和 增殖 。 在 一 些 实施 方式 中 ,成 肌 细 胞 或 其 祖 细 胞 的 分 化 不 需 
要 内 皮 细 胞 ,在 一 些 实施 方式 中 ,根据 本 发 明 的 方法 ,内 皮 细 胞 活性 (例如 , 肌 源 剂 
(myogenic agent) 的 分 泌 、 支 持 成 肌 细 胞 生长 、 存 活 、 或 两 者 ) 维持 限定 的 时 间 。 在 一 些 实施 
方式 中 ,内 皮 活 性 的 限定 时 间 是 成 肌 细 胞 或 其 祖 细胞 达到 三 维 多 孔 支架 至 少 30%、 至 少 
40%、 至 少 50%、 至 少 60%、 至 少 70%、 至 少 80%、 至 少 90%、 或 至 少 99% 的 覆盖 率 所 需 的 时 
间 , 在 一 些 实施 方式 中 ,内 皮 活 性 的 限定 时 间 是 成 肌 细 胞 或 其 祖 细胞 达到 至 少 30% 的 覆盖 
率 所 需 的 时 间 。 

[0093] ”在 一 些 实施 方式 中 , 肌 管 的 覆盖 率 % 是 至 少 5%、 至 少 20% 、 至 少 35% 、 至 少 50%、 
至 少 70%、 至 少 85%、 至 少 90%、 至 少 90% 、 或 至 少 99% ,在 一 些 实施 方式 中 , 肌 管 的 覆盖 
率 % 是 1-10%、5-20% 、15-35% 、30-50% 、40-65% 、60-85% 、80-90% 、90-100% ,或 其 之 间 
的 任何 范围 .每 种 可 能 性 都 代表 本 发 明 的 单独 的 实施 方式 。 

[0094] ”在 一 些 实施 方式 中 ,本 发 明 的 组 合 物 的 肌 管 包含 每 mm 的 三 维 多 孔 支架 10,000- 
100 ,000 个 核 、 每 mms 的 三 维 多 孔 支架 10 ,000-100,000 个 核 、 每 mm 的 三 维 多 孔 支架 15 ,000- 
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200,000 全 核 、 毎 mm* 的 三蔵 多孔 支 加 50,000-500,000 全 核 、 毎 mm* 的 多孔 支 架 5,000-1,000, 
000 个 核 、 每 mm 的 三 维 多 孔 支架 100,000-250,000 个 核 、 每 mm? 的 三 维 多 孔 支架 10 ,000-1， 
500 ,000 个 核 ,或 其 之 间 的 任何 范围 每 种 可 能 性 都 代表 本 发 明 的 单独 的 实施 方式 。 

[0095] “对 于 熟练 的 技术 人 员 显 而 易 见 的 是 ,ECM 影 响 成 肌 细 胞 向 肌 管 的 分 化 。 在 一 些 实施 
方式 中 ,根据 本 发 明 的 方法 所 利用 的 分 泌 ECM 的 细胞 提高 了 成 肌 细 胞 的 分 化 ,在 一 些 实施 方 
式 中 ,分 泌 ECM 的 细胞 通过 模拟 组 织物 理性 质 提高 了 成 肌 细 胞 分 化 。 

[0096] ”如 本 文 定义 的 ,术语 “提高 "和 “增加 ”是 可 互 换 的 。 

[0097] ”在 一 些 实施 方式 中 ,提高 了 至 少 5%、 至 少 20% 、 至 少 35%、 至 少 50% 、 至 少 75% 、 至 
190% 、 至少 100% 、 至少 250%% 、 至 少 500% 、 至 少 750% 、 至 少 1,000%、 至 少 2,500% 、 或 至 少 
5,000% 。 在 一 些 实施 方式 中 ,提高 了 5-15% 、10-35% 、25-45% 、40-70% 、65-90 % 、85- 
150% 、100-500% 、 或 250-1,000% 。 每 种 可 能 性 都 代表 本 发 明 的 单独 的 实施 方式 。 

[0098] ”组织 物理 性质 的 非 限制 性 实例 包括 但 不 限于 硬度 、 孔 隙 度 、 和 柔性、 刚度 等 ,组 织 可 
以 根据 其 杨 氏 模 量 、 粘 度 模 量 、 或 其 他 参数 在 物理 学 上 进行 定义 ,所 有 这 些 对 于 本 领域 普通 
技术 人 员 来 说 都 是 显而易见 的 。 

[0099] ”在 一 些 实施 方式 中 ,本 发 明 的 方法 还 包括 对 多 孔 组 织 化 蛋白 质 进 行 灭 菌 的 步 又 。 
在 一 些 实施 方式 中 ,在 接种 或 温 育 多 种 细胞 类 型 之 前 ,对 多 孔 组 织 化 蛋白 质 进 行 灭 菌 。 在 一 
些 实施 方式 中 , 灭 菌 是 通过 Y 辐射 进行 的 。 在 另 一 实施 方式 中 , 灭 菌 是 基于 乙醇 的 灭 菌 。 灭 
菌 程 序 对 于 本 领域 普通 技术 人 员 将 是 显而易见 的 。 

[0100] ”技术 人 员 将 理解 ,在 细胞 培养 基 的 存在 下 进行 细胞 的 接种 和 /或 培养 ,在 另 一 实施 
方式 中 ,细胞 培养 基 包 含 生 长 因子 、 细 胞 因子 、 生 物 活性 剂 . 营 养 物 .氨基 酸 、 抗 生 素 化 合 物 、 
抗 炎 化 合 物 、 或 其 任何 组 合 .适合 细胞 存活 和 生长 的 合适 的 培养 基 和 化 合 物 是 本 领域 技术 
人 员 已 知 的 。 

[0101] “可 以 用 于 本 发 明 的 方法 和 组 合 物 中 的 生长 因子 包括 但 不 限于 血小板 源 性 生长 因 
F (PDGF) 胰岛素 样 生长 因子 (IGF-1) 。 巳 知 PDGF 和 TGF-1 刺 激 促 有 多分 像 的 、 赴 化 性 的 和 増 
殖 (分 化 ) 细胞 响应 。 生 长 因子 可 以 是 但 不 限于 以 下 的 一 种 或 多 种 :PDGF ,例如 PDGF AA, PDGF 
BB;IGF ,例如 ,IGF-I\IGF-II; 成 纤维 细胞 生长 因子 (FGF) , 例 如 , 酸性 FGF、 破 性 FGF、B- 内 皮 
细胞 生长 因子 、FGF 4、FGF 5、FGF 6、FGF 7、FGF 8、 和 FGF 9; 转 化 生长 因子 (TOP) ,例如 ， 
TGF-P1 , TGF-681 . 2, TGF-B2 TGF-8B3、TGF-85; 骨 形态 发 生 和 蛋白 (BMP) ,例如 ,BMP 1、BMP 2、BMP 
3、BMP 4; 血管 内 皮 生 长 因子 (VEGF) ,例如 ,VEGF、 胎 盘 生 长 因子 ;表皮 生长 因子 ECP) ,例如 ， 
EGF、 双 调和 蛋白 .8 细胞 素 (8 动物 纤维 素 ,petacellulin)、 肝 素 结合 EGF ;白介素 ,例如 ,IL-1、 
IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, IL-13, IL-14; 集落 刺 
激 因子 (CSF) ,例如 ,CSF-G、CSF-GM、CSF-M; 神 经 生长 因子 (NGF) ;干细胞 因子 ; 肝 细 胞 生长 因 
子 ,和 了 睫 状 神经 营养 因子 。 

[0102] ”如 下 文 举例 说 明 的 ,在 牛 源 细胞 的 情况 下 ,优化 的 卫星 细胞 (SO 扩 增 培养 基 ( 即 ， 
Pro-LIF 培 养 基 ) 包含 生 SC (BSC) 生长 培养 基 (99%) EEB (AB/AM; 和 1%1X) ,ZnCl2 
(50uM) „EGF (62ng/m1) 、IGF-1 (100ng/m1) ~、 和 bFGF (10ng/ml) 。 

[0103] ”如 下 文 举例 说 明 的 ,在 牛 源 细 胞 的 情况 下 ,优化 的 SC 生长 培养 基 包 括 DMEM/HEPES 
(43.5%) Ham s F-10 营 养 混合 物 (Nutrient Mix) (43.5%) 、 胎 牛 血清 (10%) 、MEM NEAA 
(1%1X) 、GlutaMAX (1%) 、 和 AB/AM(1%1X) 。 
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[0104] ”如 下 文 举例 说 明 的 , 牛 源 细胞 的 情况 下 ,优化 的 SC 分 化 培养 基 包 含 DMEM/HEPES 
(97%) 、 供 体 马 血清 (2%) 、AB/AM (1%1X)、IGF-1 (100ng/ml) 、 和 EGF (62ng/m1) o 

[0105] 多孔 支 架 

[0106] ”在 一 些 实施 方式 中 ,将 本 发 明 的 多 种 细胞 与 多 孔 文 架 一 起 温 育 。 如 本 文 所 用 ,术语 
文 架 "是 指 包 含 提供 适 于 细胞 的 粘 附 / 附 着 、 成 熟 .分 化 .和 增殖 的 表面 的 材料 的 结构 。 文 架 
还 可 提供 机 械 稳 定性 和 支持 。 文 架 可 以 是 特定 的 形状 或 形式 ,从 而 影响 或 界定 增殖 细胞 群 
所 呈现 的 三 维 形状 或 形式 。 在 一 些 实施 方式 中 ,本 发 明 的 多 孔 文 架 是 三 维 的 。 

[0107] ”在 一 些 实施 方式 中 ,多 孔 文 架 的 平均 孔径 的 范围 是 20 微 米 (um 至 1000hm、20pm 至 
900um、20um 全 800hm、20um 全 700um、20hm 公 600um、20um 全 500hm、20um 全 400um、20um 公 300p 
m、20um 全 200um、20um 全 100um、50um 全 1000hm、50um 全 900um、50um 全 800hm、50um 全 700um 50 
HIm 全 600um、50um 全 500um、50um 條 400um、50um 全 300hm、50hm 全 200um、50um 全 100um、100um 和 條 
1000um、100um 全 900um、100um 全 800um、100um 全 700um、100um 公 600um、100um 全 500um、100um 
全 400um、100um 全 300hm、100um 全 200um、500um 全 1000um、500um 全 900um、500um 全 800um、500 
hm 至 700um、 或 500um 至 600um。 每 种 可 能 性 都 代表 本 发 明 的 单独 的 实施 方式 。 在 一 些 实施 方 
式 中 ,多 孔 支架 的 平均 孔径 范围 是 20um 至 1000hm。 


[0108] 在 一 些 实施 方式 中 ,多 孔 支 架 是 可 食用 的 ,在 一 些 实施 方式 中 ,多 和 孔 文 染 包含 组 织 
化 蛋白 质 。 在 一 些 实施 方式 中 ,多 孔 文 架 包 含 多 糖 。 在 一 些 实施 方式 中 ,组 织 化 和 蛋白质 是 组 


织 化 植物 和 蛋白质。 在 一 些 实施 方式 中 ,组 织 化 蛋白质 是 组 织 化 大 豆 和 蛋白 (例如 ,TSP) 。 

[0109] ”本 文 使 用 的 术语 “组 织 (质地 ,texture)” 是 指 个 体 细胞 的 刚性 块 rigid mass) 或 
柔性 块 (flexible mass) ,其 可 以 容易 地 形成 各 种 尺寸 .形状 和 构 型 ,并 且 在 水 中 不 分 散 。 
[0110] ”用 于 本 文 的 合适 的 颗粒 状 组 织 化 蛋白 质 材料 可 由 基于 干 重 的 30% 至 100% 的 蛋白 
质 和 与 蛋白 质 源 材料 或 添加 的 佐 剂 材料 相关 的 0%% 至 70%% 的 材料 组 成 。 佐 剂 的 实例 是 碳水 
人 化合物、 维生素 .调味 剂 \ 色 素 或 其 他 。 在 一 些 实施 方式 中 ,蛋白 质 颗粒 按 干 重 计 包括 50%% 至 
100% 的 蛋白 质 、 或 50% 至 80% 的 蛋白 质 。 

[0111] ”可 组 织 化 (纹理 化 , 织 构 化 ,texturized) 以 形成 组 织 化 的 颗粒 状 蛋白 质 材 料 的 合 
适 的 非 组 织 化 和 蛋白 质 可 从 多 种 来 源 获 得 .作为 非 限 制 性 实例 ,此 类 得 白质 的 来 源 是 植物 蛋 
白质 和 某 些 真菌 蛋白 质 ; 然 而 ,可 以 使 用 动物 蛋白 质 。 合 适 的 动物 蛋白 质 的 实例 是 酪 蛋白 、 
胶原 蛋白 和 蛋清。 合适 的 植物 蛋白 质 来 源 的 实例 是 大 豆 、 红 花 种 子 、 玉 米花 生 、 小 麦 、 小 麦 
面筋 ( 谷 和 蛋白 ,glutem Wi a HARA JE KANTE MB ANE RANTEB TH 
H FMEA (如 酵母 ) 等 。 

[0112] “合适 的 和 蛋白质 来 源 的 另 一 个 实例 是 蘑菇 。 在 一 些 实施 方式 中 , 麻 昔 笛 白 原 来 源 包 
含 按 干 重 计 15-20% (w/w) 、20-30% (w/w) 、28-45% (w/w) 、 或 10-40% (ww 由 的 蛋白 质 含量 。 
[0113] ”通常 地 ,如果 和 蛋白质 来 源 是 植物 蛋白 质 , 则 得 白 质 在 使 用 前 是 处 于 相对 纯 的 形式 。 
因此 ,例如 如 果 和 蛋白 质 来 源 是 大 豆 , 则 可 以 溶剂 (如 用 己 烷 ) 茜 取 大 豆 , 以 从 中 除去 油 , 所 得 
的 无 油 大 豆 粉 含有 约 50% 的 和 蛋 白质。 

[0114] ”可 以 用 已 知 的 方式 加 工大 豆 粉 来 除去 碳水 化 合 物 并 获得 具有 较 高 蛋白 质 水 平 的 
产物 ,例如 ,包含 约 70%% 蛋 白质 的 大 豆 浓缩 蛋白 或 包含 约 90%% 或 更 多 蛋白 质 的 大 豆 分 离 蛋 
白 。 继 而 ,可 以 采用 各 种 合适 的 现 有 技术 工艺 将 大 豆 粉 .浓缩 物 、 分 离 物 和 其 他 含有 可 食用 
蛋白 质 的 材料 转化 成 合适 的 组 织 化 颗粒 蛋白 质 材 料 。 
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[0115] ”例如 ,在 以 下 美国 专利 号 中 公开 了 用 于 将 含有 非 组 织 化 动物 蛋白 、 植 物 蛋 白质 的 
材料 转化 成 颗粒 状 组 织 化 蛋白 质 的 合适 的 方法 :1954 年 6 月 29 日 授予 Boyer 的 2,682 ,466; 
1964 年 7 月 28 日 授予 Kitche1 的 3,142,571;1970 年 1 月 6 日 授予 Atkinson 的 3,488,770;1970 
年 3 月 3 日 授予 Calvert 等 人 的 3,498,794;1973 年 9 月 18 日 授予 Loepiktie 等 人 的 3,759,715; 
1973 年 12 月 11 日 授予 Strommer 的 3,778,522;1974 年 2 月 26 日 授予 Dannert 等 人 的 3,794， 
731;1974 年 6 月 4 日 授予 Yang 等 人 的 3,814,823; 和 1972 年 4 月 28 日 提交 的 共同 受 让 的 美国 专 
利 申请 序列 号 248,581, 现 在 是 1974 年 10 月 8 日 授予 Liepa 等 人 的 美国 专利 号 3,840,679; 所 
有 这 些 专利 均 通 过 引用 并 入 本 文 。 

[0116] “在 可 选 实施 方式 中 ,多 孔 组 织 化 蛋白 质 可 被 其 他 的 可 摄取 可 食用 的 以 及 可 咀嚼 的 
多 孔 组 合 物 代替 。 如 本 文 所 用 ,术语 “可 摄取 的 ”和 ”可 食用 的 ?是 指 可 以 安全 摄 入 体内 的 组 
合 物 。 这 些 组 合 物 包括 被 吸收 的 组 合 物 、 未 被 吸收 的 组 合 物 以 及 可 消化 的 和 不 可 消化 的 组 
合 物 。 如 本 文 所 用 ,术语 “可 咀嚼 的 ”是 指 在 吞咽 之 前 可 通过 咀嚼 将 其 破碎 /粉碎 成 较 小 的 片 
块 的 组 合 物 , 本 领域 技术 人 员 将 理解 ,可 根据 期 望 的 用 途 (例如 ,成 人 食用 ) 的 物理 性 质 ( 例 
如 , 杨 氏 模 量 粘度 模 量 、 刚 度 等 ) 来 选择 合适 的 可 食用 组 合 物 。 

[0117] ”根据 本 发 明 的 方法 ,将 多 种 细胞 类 型 接种 在 三 维 多 孔 支架 本 身上 ,在 一 些 实施 方 
式 中 ,接种 在 三 维 多 孔 支架 上 的 多 种 细胞 类 型 不 需要 固化 剂 ,在 一 些 实施 方式 中 ,接种 在 三 
维 多 孔 支架 上 的 多 种 细胞 类 型 需要 固化 剂 。 在 一 些 实施 方式 中 ,固化 剂 增加 了 多 种 细胞 类 
型 与 三 维 多 孔 文 架 的 烙 附 或 附着 ,固化 剂 的 非 限制 性 实例 包括 但 不 限于 凝血 酶 或 纤维 重 
白 。 

[0118] ”如 本 文 所 用 ,术语 “上 胶 凝 齐 "和 “固化 剂 " 是 可 互 换 的 。 

[0119] ”在 讨论 中 ,除非 男 有 说 明 ,否则 修饰 本 发 明 的 实施 方式 的 一 个 或 多 个 特征 的 条 件 
或 关系 特征 的 形容 词 诸如 “基本 上 ”和 “ 约 ”, 应 理解 为 意 指 该 条 件 或 特征 被 定义 为 在 这 样 的 
公差 范围 内 :该 公差 对 于 意图 应 用 的 该 实施 方式 的 操作 而 言 是 可 接受 的 。 除 非 另 有 说 明 ,和 否 
则 说 明 书 和 权利 要 求 中 的 词语 "或 "被 认为 是 包含 性 的 "或 ”而 非 是 排他 性 的 "或 ”, 并 且 表 示 
其 所 连接 的 项 目 中 的 至 少 一 个 或 任何 组 合 。 

[0120] ”应 当 理 解 ,如 上 文 和 本 文 其 他 地 方 所 使 用 的 术语 “一 个 "和 “一 种 ”是 指 所 列举 的 组 
分 中 的 “一 个 或 多 个 (一 种 或 多 种 )”。 本 领域 普通 技术 人 员 会 明白 ,除非 另外 特别 说 明 ,否则 
单数 的 使 用 包括 复数 .因此 ,术语 一 ”、 一 个 和 至 少 一 个 (种 )” 在 本 申请 中 可 互 换 使 用 。 
[0121] ”为 了 更 好 理解 本 教导 ,并 且 绝 不 限制 本 教导 的 范围 ,除非 另 有 说 明 ,否则 说 明 书 和 
权利 要 求 中 使 用 的 表示 数量 百分数 或 比例 .以 及 其 他 数值 的 所 有 数字 均 应 理解 为 由 在 所 
有 情况 下 都 以 术语 “ 约 ” 进 行 修饰 ,因此 ,除非 相反 地 指示 ,否则 以 下 说 明 书 和 所 附 权 利 要 求 
中 列 出 的 数值 参数 是 近似 值 , 其 可 根据 试图 获得 的 期 望 性 质 而 变化 .至少 , 至 少 应 该 根据 所 
记录 的 有 效 数 字 的 数目 并 通过 应 用 普通 的 四 售 五 入 技术 来 解释 每 一 个 数值 参数 。 

[0122] ”在 本 申请 的 说 明 书 和 权利 要 求 中 ,动词 “包含 "、“ 包 括 ” 和 “具有 ”中 的 每 一 个 及 其 
共 斩 词 都 用 于 表示 该 动词 的 一 个 或 多 个 宾语 并 不 一 定 是 该 动词 的 一 个 或 多 个 主语 的 组 分 、 
要 素 或 部 分 的 完整 列举 。 

[0123] 如 本 文 所 使用 的 其他 木造 旨 在 由 其 在 本 領域 中 的 公知 的 含 又 来 定 又 。 

[0124] ”通过 研究 以 下 实例 ,本 发 明 的 其 他 目的 \ 优 点 .和 新 络 特 征 对 于 本 领域 普通 技术 人 
员 将 变 得 显而易见 ,而 这 些 方式 并 非 旨 在 是 限制 性 的 。 另 外 ,如 上 文 所 述 且 如 以 下 权利 要 求 
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部 分 所 要 求 保护 的 ,本 发 明 的 各 种 实施 方式 和 方面 中 的 每 一 个 在 以 下 实例 中 均 得 到 实验 文 
持 。 

[0125] ”应 当 理 解 ,为 清楚 起 见 ,在 单独 的 实施 方式 的 背景 下 描述 的 本 发 明 的 某 些 特征 也 
可 以 在 单个 实施 方式 中 以 组 合 方式 提供 。 相 反 ,为 简洁 起 见 ,在 单个 方式 的 背景 下 描述 的 本 
发 明 的 各 种 特征 ,也 可 以 单独 地 或 以 任何 合适 的 子 组 合 或 在 本 发 明 的 任何 其 他 所 述 实施 方 
式 中 合适 地 提供 。 在 各 种 方式 的 背景 下 描述 的 某 些 特征 不 应 被 认为 是 那些 实施 方式 的 必要 
特征 ,除非 该 方式 在 没有 那些 要 素 的 情况 下 是 不 可 操作 的 。 

[0126] ”实施 例 
[0127] “通常 地 ,本文 所 用 的 命名 法 以 及 本 发 明 中 使 用 的 实验 室 程序 包括 分 子 . 生 化 、 微 生 
物 学 和 重组 DNA 技 术 。 这 些 技术 在 文献 中 有 详尽 的 解释 。 参 见 , 例 如 ,“Molecular Cloning:A 
laboratory Manual Sambrook et al., (1989); "Current Protocols in Molecular 
Biology "第 1-III 巻 Ausube] ,R .M. ,ed. (1994) ;Ausubel et al.,“Current Protocols in 
Molecular Biology” ,John Wiley 和 Sons,Baltimore,Maryland (1989) ;Perbal,”A 
Practical Guide to Molecular Cloning” ,John Wiley&Sons ,New York (1988) ;Watson 


et al.,” Recombinant DNA”,Scientific American Books,New York,Birren et al. 


(eds) “Genome Analysis:A Laboratory Manual Series”, 第 1-4 巻 ,Cold Spring Harbor 
Laboratory Press,New York (1998) ;美国 专利 号 4,666,828;4,683 ,202;4,801,531;5， 
192,659 和 5,272,057 中 列 出 的 方 法学 , Cell Biology:A Laboratory Handbook” ,第 I-III 
巻 Cellis,J.E.,ed.(1994) ;Freshney, Wiley-Liss N.Y. (1994) 的 "Culture of Animal 
Cells-A Manual of Basic Technique”, 第 三 版 , Current Protocols in Immunology” 第 
1-III 巻 Coligan J.E.,ed.(1994) ,Stites et al. (eds), Basic and Clinical 
Immunology” (第 8 版 ) ,Appleton&Lange ,Norwalk,CT (1994) ;Mishell and Shiigi (eds) ,“ 
Strategies for Protein Purification and Characterization-A Laboratory Course 
Manual” CSHL Press (1996) ,“Bacteriophage Methods and Protocols“, 第 1 巻 : 
Isolation,Characterization,and Interactions, 所 有 这 些 均 通 过 引用 并 入 。 本 文件 全 文 
中 提供 了 其 他 的 一 般 性 参考 。 

[0128] ”材料 和 方法 
[0129] ”组 织 化 大 豆 蛋 白 

[0130] ”组 织 化 大 豆 和 蛋白 (TSP) 作为 几 种 不 同 的 产品 可 商 购 获得 。 由 5 种 不 同 来 源 的 商业 
TSP 一 一 在 当地 的 保健 食品 商店 购买 的 3 种 TSP 块 (图 1A) 和 从 ADM 购 买 的 2 种 TSP 薄 片 (图 1B- 
10) 来 制 各 TSP 支 架 。 将 TSP 在 25-40kGy 的 y 射线 中 灭 苗 3.5 小 时 并 保持 在 无 菌 环境 中 ,或 使 
用 70% (v/v) 的 乙醇 灭 菌 15 分 钟 。 随 后 用 PBS 洗 涤 3 次 。 

[0131] ”TSP 支架 的 制备 

[0132] ”使 用 Graefe 刍 子 选择 TSP 薄 片 (Arcon 或 TVP) ,以 具有 约 200-400pm (每 1 层 ) 的 相似 
厚度 ,将 薄片 在 37'C 下 于 5-10ml 无 菌 DDW 中 温 育 过 夜 (在 50m1 falcon) 。 第 二 天 ,在 非 TC 
10cm 平 板 上 的 巣 (hood) 内 使 用 6mm 活 检 穿 孔 器 (biopsy punch) 将 薄片 切 成 6mm 支 架 。 使 用 
Pasteur 移 液 器 将 支架 从 活检 穿孔 器 中 移 除 ,并 转移 到 具有 5ml 生 长 培养 基 的 falcon 中 。 将 
TSP 块 在 37C 下 于 DDW 中 温 育 过 夜 . 然 后 使 用 活检 穿孔 器 将 块 切 成 圆柱 体 (图 2A 的 小 图 ) ,并 
使用 小刀 切 成 1mm 厚 的 岡 益 ( 圏 2) ,然后 将 支架 置 于 5ml 生 长 培养 基 中 。 
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[0133] EP 

[0134] ”对 于 单个 支架 ,将 2x10" 个 BSC 转 移 至 Eppendorf ,并 在 1,500rcf 下 离心 4 分 钟 。 同 
时 ,将 每 个 支架 置 于 具有 5041 生 长 培养 基 的 非 TC 六 和 孔 板 的 孔 中 。 离 心 后 ,从 Eppendorf 管 中 
吸出 培养 基 , 留 下 细胞 沉淀 ( 团 块 ,pellet) 。 然 后 ,对 于 每 个 Eppendorf ,进行 以 下 步 又: (1) 
用 狠 子 轻 轻 地 挤 压 文 架 , 从 文 架 上 彻底 吸出 培养 基 ,然后 将 培养 基 残 留 物 抽 真 空 ; (2) 加 入 7 
Il 凝 血 本 (PBS 中 20MHU/m1 sigma) 和 7ul 纤 维和 蛋白 原 (PBS 中 15mg/m] sigma) ; (3) 然后 将 细 
胞 接种 在 支架 上 ; (4) 格 支 架 在 37 で 下 温 育 30 分 卸 証 至 干 燥 , 然 后 向 孔 中 加入 2m1 が 増 培 圧 
基 , (5) 次 日 , 使 用 元 菌 的 Graefe 租 子 閣 文 架 循 移 到 新 的 容器 中 (例如 ,具有 盖 玻 片 底部 的 24 
个 非 TC 孔 ) ,并 加 入 2ml 扩 增 培养 基 ; (6) 将 支架 在 37'C 和 5%C02 下 温 育 ; (7) 将 文 架 在 扩 增 培 
养 基 中 维持 7 天 ; (8) 每 2 天 更 换 一 次 培养 基 (2m1) ; (9) 7 天 后 ,将 扩 增 培养 基 蔡 换 为 BSC 分 化 
培养 基 ; 和 (10) 每 2 天 更 换 分 化 培养 基 , 持 续 5 天 的 时 间 。 

[0135] ”细胞 培养 

[0136] ”在 BSC 增 殖 培养 基 :43.5%DMEM/HEPES (Gibco) 、43.5%F-10Nut Mix (Gibco) 、10% 
FBS (HyClone) 、1%NEAA (Gibco) 、1%GlutaMAX (Gibco) 和 用 50uM ZnCl Millipore) 补充 的 
1% 青霉素 - 链 霉 素 -两 性 霉 素 B 深 液 Biological Industries (Ab/Am, BT) ) 、62ng/m] EGF 
(R&D 系统 ) 、100ng/m] IGF-1 (R&D 系统 ) 、10ng/ml] LIF (R&D 系统 ) 和 10ng/ml bFGF (R&D 系统 ) 
中 培养 牛 卫 星 细胞 BSO) 。BSC 分 化 培养 基 包 括 用 2%FBS 和 1%Ab/Am 补 充 的 DMEM/HEPES ,在 
用 10%FBS (HyClone;Thermo Fisher Scientific)、1% 非 必需 氨基 酸 (Biological 
Industries) 0.2%8- 琉 基 乙 醇 (Biological Industries)、 和 100 单 位 jm1 的 青霉素 与 
0.lm/ n HEA (青霉素 链 霉 素 溶 液 (Penstrep Solution) ,Biological Industries, 以 色 
列 ) 补充 的 pulbecco 极 限 必 需 培 养 基 (DMEM;Gibco Life Technologies) 中 培养 表达 红色 区 
光 和 蛋白 (RFP) 的 皮肤 成 纤维 细胞 (Dermal Fibroblasts) (Lonza, USA) 。 成 肌 细 胞 (美国 模式 
培养 物 集 存 库 (American Type Culture Collection) ) 在 用 10%FBS、2.5%HEPES 组 神 液 
(Biological Industries) 和 1% 青 霉 素 链 霉 素 溶 液 补充 的 DMEM 中 培养 。 成 肌 细胞 分 化 培养 
基 包 括 用 2%FBS、2.5%HEPES 绥 冲 液 和 1% 青 考 素 链 考 素 溶 液 补充 的 DMEM。 所 有 温 育 均 在 37 
C 下 于 5% (v/v) C02 湿 润 气氛 中 进行 。 如 表 3 中 所 描述 的 培养 牛 平滑 肌 细 胞 (SMC; 
CellAplications) 。 在 商业 培养 基 (CellApplications) 中 培养 牛 主动 脉 内 皮 细 胞 (BAEC; 
Cel1Applications) 。 在 具有 10% 的 总 FBS 的 ECV 商 业 培 养 基 (ScienCe11) 中 培养 牛 骨骼 肌 微 
血管 EC (BSkMVEC,AngioProteomie) 。 在 商业 培养 基 (FM-2;ScienCel1) 或 在 补充 有 15%FBS 
的 DMEM 高 葡萄 糖 培养 基 中 培养 牛皮 肤 成 纤维 细胞 (BDF ;Sciencel1) 。 

[0137] ”免疫 组 织 化 学 

[0138] ”支架 在 PBS 中 漂洗 两 次 ,然后 在 4% 多 聚 甲醛 (PFA) 中 于 振荡 器 上 固定 20 分 钟 。 文 架 
在 振荡 器 上 用 PBS 洗 涤 三 次 ,每 次 5 分 钟 , 然 后 用 0.3% 曲 拉 通 (Triton) X-100 (Bio Lab Ltd) 
透 化 10 分 钟 。 接 下 来 ,将 支架 用 PBS 洗 涤 三 次 ,5 分 钟 , 然 后 浸入 5% 和 牛 血 清白 蛋白 (BSA: 
Millipore) 的 PBS 中 中 于 4'C 下 过 夜 ,在 室温 下 ,将 支架 与 250n1 第 一 抗体 (在 PBS 中 的 5%BSA 
中 ) 一 起 温 育 3 小 时 。 温 育 后 ,将 支架 用 PBS 洗 涤 4 次 ,每 次 5 分 钟 ,然后 ,将 细胞 与 第 二 抗体 (在 
PBS) 和 4” ,6- 二 腾 基 -2- 茶 基 呵 只 (DAPI ,在 PBS 中 1:1000;Vector Laboratories) 一 起 在 
用 锡 箱 履 盖 的 板 中 在 振荡 器 上 于 室温 下 温 育 3 小 时 。 在 振荡 器 上 用 PBS 洗 潍 支 架 5 分 钟 ,并 用 
共聚 焦 显 微 镜 (LSM 700,Zeiss) 成像。 


=] 
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[0139] ”和 牛 主动 脉 平滑 肌 细 胞 (BAMSC) 

[0140] ”将 四 种 不 同 培养 基 配 方 对 细胞 增殖 的 影响 与 商业 培养 基 (BSM) 进行 了 比较 ( 表 3) 。 
在 实验 开始 时 ,将 细胞 处 于 第 8 代 , 并 以 4,000 个 细胞 /cm 接种 在 六 孔 板 中 ,在 第 3 天 ,用 胰 蛋 
白 酶 处 理 细胞 ,用 血细胞 计数 器 计数 ,并 以 4,000 个 细胞 /cm 重新 接种 ,实验 进行 了 两 次 ,每 
次 条 件 下 使 用 相同 的 细胞 。 单 向 ANOVA 用 于 检验 统计 学 显著 性 。 

[0141] ”细胞 生长 动力 学 

[0142] ”接种 大 约 4X10 个 细胞 /cm ,并 在 六 天 内 的 每 天 用 血细胞 计数 器 计数 ,绘制 计数 
值 。 

[0143] ”细胞 染色 
[0144] ”用 具有 15n1 亲 脂性 示 踪 剂 DiD (在 无 水 乙醇 中 稀释 为 1mg/ml;#D7757， 
MolecularProbes®, USA) 的 3ml 新 鲜 培养 基 将 支持 细胞 (BDF 或 BASMO) 染色 。 用 具有 541 杀 脂 示 
踪 剂 DiI (在 无 水 乙醇 中 稀释 为 3mg/ml ; #D, MolecularProbes®, USA) 的 3m1 新 鲜 培 养 基 将 牛 内 
皮 细 胞 (BEC;BAEC 或 BSKMVEC) 染色 ,并 在 37C 下 温 育 30 分 钟 。 在 用 培养 基 洗 涤 一 次 ,然后 用 
PBS 再 洗涤 两 次 之 后 ,用 胰 蛋 白 酶 处 理 细胞 ,并 准备 用 于 下 文 所 述 的 接种 。 

[0145] “在 多 孔 支 架 上 接种 细胞 
[0146] 和牛 EC(1.25X10?) 和 支持 细胞 (0.25 X10”) 重 基于 15mg/ml 纤 维 蛋 白 原 (Sigma 
Aldrich) 与 20NIHu/ml 凝 血 酶 (Sigma Aldrich) 的 5u1 的 1:1 混 合 物 中 。 通 辻 在 40mM 的 甘 気 
酸 -tris 绥 冲 液 中 稀释 冻 干 的 人 纤维 蛋白 原 (Sigma Chemical) 来 制备 纤维 蛋白 原 溶液 。 通 
过 在 40mM 的 氧化 钙 中 稀释 凝血 酶 (Sigma Aldrich) 来 制备 凝血 酶 溶液 。 然 后 将 共 培养 悬浮 
液 接种 到 直径 为 4mm 的 圆 形 PLLA-PLGA 多 孔 支 架 上 ,并 使 其 在 培养 箱 (37'C ,5%C02) 中 于 12 
孔 非 组 织 板 中 国 化 30 分 钟 , 固 化 后 , 癌 每 个 孔 中 添加 2m1 的 补充 有 另外 5%FBS 和 2nM VEGF 的 
内 皮 细 胞 培养 基 (ECM, ScienCell) 。 每 隔 一 天 更 换 一 次 培养 基 。 
[0147] ”为 了 进一步 调节 接种 在 多 孔 支 架 上 的 细胞 比例 ,如 上 所 述 的 进行 细胞 接种 ,并 进 
行 以 下 修改 :首先 将 细胞 接种 1:1 培 养 基 (bEBM,AngioProteomie: 支 持 细胞 的 商业 培养 基 ) , 
然后 将 细胞 重 悬 于 15mg/ml 纤 维和 晶 白 原 (Johnson and Johnson) 与 2U/ml 凝 血 酔 (Johnson 
and Johnson) 的 5u1 的 1:1 混 合 物 中 。 

[0148] ”二 维 牛 卫星 细胞 BSO 分 化 

[0149] ”将 5X10“ 个 BSC (第 4 代 ) 接种 于 具有 盖 玻 片 底部 的 TC 24 孔 板 上 ,重复 三 次 。 根 据 如 
下 肌 管 形成 方案 使 细胞 生长 :在 生长 培养 基 中 4 天 ,并 在 分 化 培养 基 中 7 天 (t= 二 0 是 指 开始 使 
用 分 化 培养 基 时 的 点 ) 。 然 后 在 第 -1 天 和 第 7 天 对 细胞 进行 Hoechst 和 成 肌 蛋 白 染 色 。 

[0150] ”二 维 BSC 分 化 的 优化 

[0151] BSC (第 4 代 ) 在 具有 不 同 GF 的 扩 增 培养 基 中 生长 4 天 (如 下 所 述 ) ,然后 在 分 化 培养 
基 (DMEM-HEPES+2%HS) 中 生长 7 天 。 第 0 天 被 定义 为 将 培养 基 更 换 为 分 化 培养 基 的 那天 。 扩 
增 培养 基 配 方 包括 ; (1) 对 照 - 生 长 培养 基 (不 添加 GF) ; (2) 牛 成 纤维 细胞 生长 因子 (bFGF; 
10ng/ml) ; (3) 表皮 生长 因子 (EGF ;62ng/ml) ; (3) 胰岛 素 样 生长 因子 1 (IGF-1; 100ng/ml) ; 
(4) Pro-LIF;bFGF 10ng/ml,EGF 62ng/ml ,IGF-1 100ng/m1 、 和 ZnC1z50nM) ; (6) 不 依頼 GF: 
Pro-LIF 培 养 基 3 天 ,然后 用 生长 培养 基 洗 涤 3 次 (每 5 分 钟 ) ,然后 生长 培养 基 1 天 ; (7) 用 Di 1 
对 生长 培养 基 中 生长 的 细胞 进行 染色 一 一 以 检验 为 了 示 踪 细胞 而 添加 的 荧光 染料 DiI 是 否 
影响 细胞 分 化 。 
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[0152] ”发 明 人 还 检验 了 GFs:IGF-1、EGF 及 其 组 合 在 分 化 阶段 期 间 的 作用 。BSC (第 4 代 ) 在 
生长 培养 基 中 生长 4 天 ,然后 在 具有 不 同 GF 的 分 化 培养 基 中 生长 7 天 (如 下 所 述 ) ,分 化 培养 
基 的 配 方 包括 : (1) 对 照 - 原 始 分 化 培养 基 (DMEM-HEPES+2%HS) ; (2) IGF-1 (100ng/m1) ; (3) 
EGF (62ng/ml) ;和 (4) IGF-1 (100ng/ml) +EGF (62ng/m1) 。 对 于 上 述 所 有 情况 ,使 用 亮 场 显 微 
镜 来 可 视 化 细胞 。 

[0153] ” ”3D 支架 上 BSC 扩 增 的 优化 

[0154] ”为 此 目的 ,如 下 设置 了 重复 两 次 的 双 因 子 实验 (接种 体积 和 扩 增 培养 基 配 方 ) : (1) 
接种 体积 和 细胞 数 : (a) 10n1 接 种 体积 和 1 X10° 不 BSC; (b) 10n1 接 种 体积 和 2 X10 个 BSC; 和 
(c) 2041 接 种 体积 和 2 X10° 个 BSC。(2) 扩 增 培养 基 : (a) 生长 培养 基 ; 和 (b) Pro-LIF 培 养 基 
(生长 培养 基 +bFGF+EGF+IGF-1+ZnC12) 。 用 DiI 将 BSC (第 4 代 ) 染色 ,然后 根据 Arcon 接 种 方案 
将 其 接种 在 多 孔 支 架 Arcon) 上 。 

[0155] ”3D 支架 上 BSC 分 化 的 优化 

[0156] ”为 此 目的 ,如 下 设置 了 双 因 子 实验 (第 一 周 扩 增 培养 基 ,并 且 第 二 周 分 化 培养 基 ) : 
(1) 扩 增 培养 基 : (a) 対照 (生长 培养 基 ) ; (b) Pro-LIF , 和 (c) Pro-LIF-bFGF。 (2) 单独 的 分 化 
培养 基 或 使 分 化 培养 基 按 如 下 补充 : (a) 对 照 ( 具 有 2% 马 血清 的 分 化 培养 基 ) ; (D) +IGF-1, 
(c) +EGF; 和 (d) +IGF-1+EGF。 用 DiI 将 BSC (第 4 代 ) 染色 。 用 541 纤 维 蛋 白 中 的 0.5X10° 个 BSC 
(第 4 代 ) 接种 四 (4) mm 的 多 孔 支 架 。 在 接种 后 第 2.7 和 14 天 使 细胞 成 像 。 然 后 对 支架 进行 结 蛋 
白 染 色 。 根 据 整 装 制 片 染 色 方 案 ,用 第 一 多 克隆 抗体 1:100 山 羊 a 结 和 蛋白 (Santa Cruz Cat. 
编号 sc-7559) 和 第 二 抗体 Alexa 1:200 488 驴 a 山 羊 (Invitrogen Cat .编号 A11055) 进行 染 
色 。 

[0157] ”接种 前 对 牛 卫 星 细胞 BSO 染色 

[0158] ”用 具有 541 亲 脂性 示 踪 剂 DiI (在 无 水 乙醇 中 稀释 为 3mg/ml ,MolecularProbes@， 
USA) 的 Im 新鮮 培 圧 基 対 BSC 染 色 ,并 在 37'C 下 温 育 30 分 钟 ,在 用 培养 基 洗 涤 1 次 ,然后 用 PBS 
洗涤 2 次 ,之 后 将 细胞 用 胰 和 蛋白 酶 处 理 , 并 准备 如 所 述 进行 接种 。 

[0159] ”在 PLLA-PLGA 上 接种 细胞 

[0160] ”将 在 有 或 无 牛 EC (BEC) 以 及 在 有 或 无 文 持 细胞 的 情况 下 的 牛 卫星 细胞 (BSC) EE 
于 15mg/ml 纤 维 蛋白 原 (Sigma Aldrich) 与 20NIHU/o1l 凝 血 酶 (Sigma Aldrich) 的 6u1 的 1:1 
混合 物 中 ,通过 在 40mM 的 甘氨酸 -tris 绥 冲 液 中 稀释 冻 干 的 人 纤维 蛋白 原 (Sigma 
Chemical) 来 制备 纤维 蛋白 原 溶液 ,通过 在 40mM 握 化 钙 中 稀释 凝血 酶 (Sigma Aldrich) 来 上 
备 凝 血 酶 溶液 ,然后 将 细胞 的 上 甚 浮 液 接 种 到 直径 为 4mm 的 圆 形 PLLA-PLGA 支 架 上 ,并 使 其 在 
培养 箱 (37'C ,5%C02) 中 于 12 孔 非 组 织 板 中 国 化 30 分 钟 ,固化 后 ,将 1ml1 内 皮 细 胞 培养 基 与 
BSC 生 长 培养 基 (Pro-LIF) 的 1:1 混 合 物 添 加 到 每 个 孔 中 。 每 隔 一 天 更 换 一 次 培养 基 。 一 周 
后 ,将 培养 基 更 换 为 BSC 分 化 培养 基 (用 IGF-1 和 EGF 补 充 ) 再 培养 一 周 。 

[0161] 在 组 织 化 大 豆 和 蛋白 支架 上 接种 细胞 

[0162] “将 在 有 或 无 牛 EC 以 及 有 或 无 支持 细胞 的 情况 下 的 牛 卫星 细胞 (BSC) 重 悬 浮 于 
15mg/ 叫 纤维 蛋白 原 (Sigma Aldrich) 与 20NIHU/ml 凝 血 酶 (Sigma Aldrich) 的 15u1 的 1:1 混 
合 物 中 ,通过 在 40mM 的 甘氨酸 -tris 绥 冲 液 中 稀释 冻 干 的 人 纤维 蛋白 原 (Sigma Chemical) 
来 制备 纤维 蛋白 原 溶液 ,通过 在 40mM 毛 化 钙 中 稀释 凝血 酶 (Sigma Aldrich) 来 制备 凝血 酶 
溶液 .然后 将 细胞 的 悬浮 液 接种 在 直径 为 6mm 的 圆 形 组 织 化 大 豆 和 蛋白 支架 的 两 侧 , 并 使 其 在 
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培养 箱 (37 で ,5%C0>) 中 于 12 孔 非 组 织 板 中 国 化 45 分 钟 ,固化 后 ,将 1ml 内 皮 细 胞 培养 基 与 


BSC 生 长 培养 基 (Pro-LIF) 的 1:1 混 合 物 添加 到 每 个 也 中。 每 隔 一 天 更 换 一 次 培养 基 。 一 周 
后 ,将 培养 基 更 换 为 BSC 分 化 培养 基 (用 IGF-1 和 EGF 补 充 ) 再 培养 一 周 。 

[0163] ”如 下 表 所 述 的 测试 了 两 种 接种 比例 和 两 种 类 型 的 内 皮 细 胞 (及 其 适合 的 培养 基 ) : 
[0164] ” 表 1- 在 PLLA\PLGA 支 架 上 接种 


三 培养 2:1:1 250.000 125,000 125,000 500,000 


三 培养 2:1:5 125,000 62,500 312,500 500,000 
250,000 125,000 375,000 
250,000 | 125,000 375,000 
0165 2:1:1 的 单一 培养 对 
[ ] 250.000 250,000 
HE 
共 培 养 2:1 125,000 62,500 187,500 
共 培 养 2:5 125,000 312,500 437,500 
2:1:5 的 单一 培养 对 
Ha 125,000 125,000 


[0166] ” 表 2- 在 组 织 化 大 豆 蛋 白 支架 上 接种 


[0167] 三 培养 2:1:1 750,000 375,000 375,000 1,500,000 
375,000 187,500 937,500 1,500,000 


2:1:1 的 单一 培养 对 
ja 750,000 750,000 


共 培 养 2:1 750.000 375.000 1,125,00 
共 培 养 2:1 750,000 375,000 1,125,00 
[0168] 


2:1:5 的 单一 培养 对 
了 375,000 375,000 


共 培 养 2:1 375.000 187.500 全 562,500 
共 培 养 2:5 375.000 937.500 1.312.500 


[0169] ”将 牛 卫 星 细胞 BSO 重 悬 于 15u1 的 BSC 生 长 培养 基 中 。 然 后 将 细胞 的 悬浮 液 接种 在 
直径 为 6mm 的 圆柱 形 Gelfoam © 支架 的 两 侧 , 并 使 其 在 培养 箱 (37'C 5% C02) 中 于 12 孔 非 组 
织 板 中 国 化 30 分 钟 .固化 后 ,将 lml BSC 生 长 培养 基 (Pro-LIF) 添加 到 每 个 孔 中 。 每 隔 一 天 更 
换 一 次 培养 基 , 一 周 后 ,将 培养 基 更 换 为 BSC 分 化 培养 基 (用 IGF-1 和 EGF 补 充 ) 再 培养 一 周 。 
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[0170] ”支架 上 的 细胞 生长 

[0171] ”接种 后 一 周 和 两 周 ,使 用 共聚 焦 显 微 镜 对 接种 在 PLLA/PLGA 和 Arcon 文 架 上 的 DiI 
标记 的 BSC 进 行 成 像 以 评估 细胞 生长 。 

[0172] ” 整 装 制 片 免疫 荧光 染色 
[0173] ”接种 后 两 周 ,将 支架 用 4% 多 聚 甲醛 (PFA;Electron Microscopy Sciences) 固定 
20 分 钟 ,然后 用 PBS (Gibco@Life Technologies) 洗涤 3 次 。 透 化 是 通过 将 支架 在 室温 (RT) 
下 于 0.3%Triton X-100(Bio Lab Ltd) 中 温 育 15 分 钟 实现 的 .用 PBS 洗 涤 3 次 后 ,将 支架 在 
封闭 缓冲 液 (PBS 中 10%FBS、1 % (w/v) 甘 気 酸 和 0.01%triton) 中 于 4C 下 温 育 过 夜 。 然 后 将 
支架 与 在 封闭 缓冲 液 中 稀释 的 第 一 抗体 :1:50 山 羊 抗 CD31 (Santa Cruz) (在 有 或 无 1:50 小 
鼠 抗 MYH (Santa Cruz) 的 情況 下 ) 在 4C 下 温 育 过 夜 。 在 用 PBS 洗 涤 几 次 后 ,在 有 或 无 1: 
300Alexa Flour 647 抗 小 鼠 的 情况 下 ,将 样品 与 1:400 驴 抗 山 羊 AlexaFluorB@488 (Jackson 
ImmunoResearch) 、1 :50Alexa Flour 647 绥 合 的 小 鼠 抗 成 肌 香 白 (Santa Cruz) 和 1:1, 
000DAPI (47 ,6- 二 腾 基 -2- 茶 其 呵 蛛 ,Sigma-Aldrich) 在 室温 下 温 育 3 小 时 。 在 用 PBS 洗 涤 几 
次 后 ,立即 使 用 Zen 软 件 , 用 Zeiss LSM700 共 聚焦 显微镜 (Carl Zeiss) 对 文 架 进 行 成 像 。 使 
用 FIJI 软 件 进行 图 像 处 理 和 进一步 分 析 。PLLA/PLGA 支 架 在 接种 后 一 周 还 进行 整 装 制 片 免 
疫 炎 光 染 色 。 
[0174] 浴 導 切片 和 三 色 染 色 
[0175] ”在 每 个 实验 结束 时 , 在 4C 下 使 支 架 干 30% (w/v) 蔗糖 洲 液 中 温 育 过 夜 。 然 后 将 支 
架 包 埋 在 最 佳 切 割 温度 OCD 化合 物 (Tissue-Tec,USA 中 ,并 将 其 冷冻 以 进行 随后 的 冷冻 
切片 ,将 0CT 包 埋 的 支架 冷冻 切片 成 5 和 10hm 厚 的 切片 ,然后 根据 三 色 标 准 染 色 方 案 将 5nm 厚 
的 切片 染色 。 
L0176] ”实施 例 1 
[0177] TSP 多 孔 支 架 的 三 维 结构 分 析 

[0178] ”使 用 扫描 电子 显微镜 (SEM) 检查 了 TSP 文 架 ,从 而 分 析 它 们 在 微米 和 纳米 尺度 (级 
别 ,scale) 两 者 上 的 三 维 (3D) 结构 .100X 图 像 显示 TSP 是 多 孔 的 ,具有 100-1,000nm 的 孔径 ， 
其 可 用 于 细胞 培养 .显示 出 与 中 型 来 源 的 TSP 相 比 ,大 型 TSP 中 的 壁 更 厚 (图 3A 和 3B) 。 大 型 
TSP 的 SEM 图 像 (2X 105 放 大 率 ) 显示 TSP 包 含 30nm 球 形 和 蛋白 艇 。 对 中 型 TSP 的 分 析 显 示 , 这 些 
族 之 同 有 更 多 元 定形 股 状 物 原 (图 从 和 4B) 。 

[0179] ”实施 例 2 

[0180] ”多 和 孔 支 架 上 培养 的 成 纤维 细胞 的 生长 和 增殖 
[0181] ”检查 了 TSP 支 架 上 成 纤维 细胞 的 附着 和 增殖 。 首 先 , 将 50,000 个 用 RFP 标 记 的 皮肤 
成 纤维 细胞 接种 到 TSP 支 架 上 ,并 进行 培养 。 温 育 14 天 后 ,将 用 皮肤 成 纤维 细胞 填充 的 TSP 支 
架 再 接种 200,000 个 内 皮 细 胞 ,并 再 温 育 7 天 ,在 成 纤维 细胞 接种 后 的 第 8、18 和 21 天 ,将 用 细 
胞 填充 的 TSP 样 品 进 行 免疫 染色 并 使 用 共聚 焦 显 微 镜 成 像 。 结 果 表 明 , 其 至 当 以 50,000 个 细 
胞 的 低 细胞 数 接种 时 ,成 纤维 细胞 仍 增殖 并 履 盖 TSP 文 架 (图 5A) 。 接 种 内 皮 细 胞 后 (图 5B) , 
内 皮 细 胞 聚集 成 秘 (图 50) 。 接 下 来 ,检查 来 自 每 种 支架 来 源 的 支架 和 从 相对 于 TSP 的 表面 方 
向 90 " 切 下 的 文 架 . 用 200 ,000 个 成 纤维 细胞 接种 每 种 文 架 ,并 温 育 14 天 。 结 果 表明 ,成 纤维 
细胞 在 大 型 和 中 型 TSP 支 架 上 生长 和 增殖 (图 6) ,这 些 结果 表明 ,细胞 可 在 培养 14 天 后 充满 
KAE. 


21 


CN 111108188 A 说 明 书 19/22 页 


[0182] ”实施 例 3 

[0183] ”多孔 文 架 上 培养 的 成 肌 细胞 的 生长 

[0184] ”为 评估 产生 肌肉 组 织 的 实用 性 ,进行 实验 以 研究 肌肉 细胞 是 否 能 在 TSP 文 架 上 生 
长 。 

[0185] ”为 此 目的 ,将 0.5X10* 个 成 肌 细胞 接种 在 TSP 支 架 上 ,并 在 低 血 清 的 分 化 培养 基 的 
存在 下 进行 培养 ,从 而 使 其 更 适合 培养 肉 的 生产 ,第 14 天 的 成 肌 细 胞 图 像 (图 7) 显示 ,成 肌 
细胞 在 TSP 文 架 上 增殖 ,表明 细胞 可 在 培养 14 天 后 充满 文 架 。 

[0186] ”实施 例 4 

[0187] ”TSP 上 培养 的 牛 骨 骼 肌 细 胞 的 增殖 

[0188] ”为 评估 人 类 食用 的 实用 性 ,将 牛 骨骼 肌 细 胞 (bSkMC) 接 衝 在 TSP 支 梨 上 。 具 体 地 , 閣 
0.5X10° 个 bSkMC 细 胞 接种 在 每 种 支架 上 ,并 在 分 化 培养 基 的 存在 下 培养 .在 第 14 天 ,使 用 
共聚 焦 显 微 镜 对 细胞 成 像 。 图 像 (图 8) 显示 bSkMC 在 TSP 支 架 上 增殖 ,表明 TSP 可 适用 于 培养 
肉 的 生产 。 

[0189] ”实施 例 5 

[0190] ”和 牛 主动 脉 平滑 肌 细 胞 (SMC) 的 増殖 

[0191 发明 人 检查 了 与 商业 培养 基 (BSM; 表 3) 相 比 的 四 种 不 同 培养 基 配 方 对 在 下 述 培 养 
基 中 接种 的 SMC 的 增殖 的 影响 (图 9A-9E) 。 

[0192] ” 表 3. 针 对 SMC 测 试 的 不 同 培 养 基 的 配方 


2 
1 3 4 5 
(基础 ) 
杜氏 改良 Eagle 培养 其 (Dulbecco's Modified 十 十 一 
[0193] Eagle Medium) (DMEM) 


胎 牛 血 清 (FBS) 10% 5% 


四 0 1 
青霉素 - 链 霉 素 (PS) 1% 1% | 1% | 1% 
非 必需 氨基 酸 (NEAA) 1% 


丙酮 酸 钠 z = 1 mM 


[0194] ”在 第 3 天 ,在 五 种 不 同 的 培养 基 中 均 未 能 检测 到 细胞 数量 的 显著 差异 (图 10A) 。 在 
随后 的 实验 的 第 3 天 (图 10B) ,观察 到 四 种 不 同 处 理 之 间 的 显著 差异 (P<0 .01) ,并 且 事 后 分 
析 揭 示 , 与 补充 NEAA 的 培养 基 和 补充 15%FBS 的 培养 基 相 比 ,暴露 于 补充 丙酮 酸 盐 的 培养 基 
的 细胞 数量 明显 更 高 (其 中 P 值 分 别 <0.05 和 <0.01) 。 商 业 培 养 基 与 补充 丙酮 酸 钠 的 培养 基 
之 间 的 差异 异 略微 具有 显著 性 (=0.052) 。 因 此 ,发 明 人 进行 了 补充 丙酮 酸 钠 的 培养 基 
(lmM) 的 BAOSMC 培 养 。 

[0195] 実施 例 6 

[0196] ”在 定义 条 件 下 BDF 和 SMC 的 生长 表征 

[0197] “在 定义 了 定制 培养 基 配 方 后 ,发 明 人 已 经 研究 了 它们 在 这 些 条 件 下 的 生长 动力 学 
(实施 例 5) 。 发 现 BDF (图 11A) 与 BAOSMC (图 11B) 的 生长 率 高 度 相似 。 
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[0198] ”实施 例 7 

[0199] ”EC 和 支持 细胞 对 血管 形成 的 影响 

[0200] “为 了 测试 接种 与 支持 细胞 共 增 养 的 牛 内 皮 细 胞 EC;BAEC 一 一 牛 主动 脉 内 皮 细 胞 
或 BSkMVEC 一 一 牛 骨 骼 肌 微 血管 内 皮 细 胞 ) 是 否 增强 血管 形成 和 支架 履 盖 ,将 BAEC 与 BDF 或 
BASMC 共 同 接种 。 确 实 , 将 成 纤维 细胞 与 成 肌 细胞 和 内 皮 细 胞 一 起 共 培 养 已 显示 提高 了 工程 
化 肌肉 构造 的 血管 形成 并 促进 血管 结构 随时 间 的 稳定 性 。 发 现 细胞 覆盖 了 整个 支架 (图 
12) 。 此 外 , 当 BAEC 被 接种 与 BASMC 共 培养 时 (图 12A) ,发 明 人 注意 到 EC 的 染色 随时 间 减 少 。 另 
外 ,在 此 组 合 的 第 2 天 ,血管 样 结构 明显 。 当 BAEC 被 接种 与 BDF 共 培养 时 (图 12B) , 发 明 人 注意 
到 没有 血管 样 结构 。 当 BSkMVEC 被 接种 与 BASMC 共 培养 时 (图 13A) , 发明 人 注意 到 BASMC 比 
BSkMVEC 多 得 多 ,另外 ,在 整个 实验 期 间 , 在 BASMC 的 存在 下 (图 13A) 以 及 在 BDF 的 存在 下 (图 
13B) 血管 样 结构 明显 。 

[0201] ”实施 例 8 

[0202] 特 昇 性 ( 比 ,specific) 细胞 比例 提高 血管 网 络 形成 

[0203] ”为 了 进一步 改进 血管 网 络 ,发 明 人 用 不 同比 例 的 牛 BAEC 与 支持 细胞 (BDF 或 BASMC) 
接种 。 发 明 人 研究 了 3 种 不 同 的 比例 :1:3、1:1 和 5:1 的 EC 与 支持 细胞 。 发 明 人 清楚 地 观察 到 ， 
在 BASMC 存 在 的 情况 下 , 早 在 第 2 天 ,产生 血管 的 BAEC 细 胞 的 自 组装 (图 14-16) 。 发 明 人 还 注 
意 到 ,到 第 6 天 ,与 第 2 天 相 比 ,EC 更 少 ,并 且 BAEC 以 1:1 的 BAEC 与 BASMC 比 例 产生 了 血管 网 络 
区 域 . 在 BDF 存 在 的 情况 下 ,BAEC 似 乎 不 产生 血管 (图 15) 。 

[0204] ”实施 例 9 

[0205] ”细胞 培养 中 的 牛 卫 星 细胞 (BSO) 分 化 

[0206] 然后 ,本 发 明 人 研究 了 由 BSC 形 成 肌 管 之 前 和 之 后 成 肌 蛋 白 的 表达 ,并 进一步 评估 
了 使 用 DAPI- 成 肌 和 蛋白 进行 融合 指数 (FD 测量 的 能 力 。 发 明 人 几乎 未 发 现 未 分 化 的 BSC 中 成 
肌 蛋 白 表 达 的 证 据 (图 17) 。 成 肌 蛋 白 的 表达 主要 发 生 在 肌 管 的 核 中 和 肌 管 周围 的 某 些 核 
中 。 其 显示 融合 指数 (FI) 可 通过 成 肌 和 蛋白 /Hoechst 核 计数 之 比 经 自动 计算 得 出 ,融合 指数 
FT) 与 手动 FI 计算 相当 。 此 方案 还 用 于 肌 管 形成 的 定量 。 
[0207] ”实施 例 10 

[0208] ”细胞 培养 中 的 BSC 分 化 的 优化 

[0209] ”然后 ,发 明 人 想 要 优化 2D 中 的 BSC 分 化 ,发 明 人 核实 了 在 (1) 不 会 在 分 化 阶段 期 间 
抑制 肌 管 形成 的 扩 增 阶段 和 (2) 在 将 增加 肌 管 尺寸 和 FI 的 分 化 阶段 结束 时 的 过 程 中 ,哪些 
生长 因子 (GF) 可 以 添加 。 

[0210] ”在 扩 增 阶段 之 后 和 在 分 化 阶段 之 前 ,自发 的 肌 管 出 现在 不 含 bFGE 的 样品 中 (图 
18) ,表明 bFGF 抑制 了 肌 管 的 形成 -EGF、IGF-1 和 DiI 似 乎 不 影响 肌 管 形成 ,在 IGF-1、Pro-LIF 
和 无 依赖 时 ,出现 细胞 密度 增加 ,在 分 化 的 第 4 天 ,发 明 人 观察 到 在 bFGF 和 Pro-LIF 培 养 条 件 
下 总 肌 管 的 增加 ,bFGF 维持 了 BSC 的 干细胞 特性 (stemness) ,并 且 一 旦 去 除 ,细胞 就 突然 分 
化 (图 19) 。 在 分 化 的 第 7 天 ,发明 人 观察 到 与 其 他 测试 条 件 相 比 ,在 对 照 \ 无 依赖 和 DiI 中 的 
高 肌 管 面积 (图 20) 。 发 明 人 得 出 结论 ,在 肌 管 形成 和 细胞 死亡 之 间 存 在 细微 的 界限 .因此 ， 
细胞 应 在 含有 bFGF (单独 或 与 Pro-LIF 一 起 ) 的 扩 增 培养 基 中 生长 ,直至 达到 汇合 
(confluency) ,然后 转移 至 分 化 培养 基 中 持续 2-5 天 时 间 的 短 时 期 。 当 将 IGF-1 或 16F-1 和 
EGF 添 加 到 细胞 培养 基 中 时 ,进一步 显示 了 出 肌 管 的 高 丰 度 。 
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[0211] ”实施 例 11 
[0212] 多孔 支架 上 的 BSC 扩 增 的 优化 
[0213] ”由 于 先前 实验 显示 多 和 孔 文 架 上 细胞 覆盖 率 低 ,因此 发 明 人 然后 试图 将 TSP 文 架 上 
的 BSC 履 盖 率 提高 60% 以 上 。 因 此 ,将 GF 添 加 到 扩 增 阶段 ,并 增加 了 接种 时 的 初始 细胞 数 。 细 
胞 覆盖 面积 的 定量 显示 ,用 补充 有 GF ( 即 ,Pro-LIF) 的 生长 培养 基 培 养 的 细胞 覆盖 了 72 士 
15%% 的 支架 ,而 仅 在 生长 培养 基 上 培养 的 细胞 覆盖 了 大 约 18%% 的 支架 (图 21) 。 发 现 两 种 处 
理 之 间 的 差异 在 统计 学 上 具有 显著 性 (P 值 ==0.0009)。 

[0214] ”实施 例 12 

[0215] ”多 和 孔 支 架 上 BSC 分 化 的 优化 

[0216] ”为 了 找到 在 3D 支 架 上 形成 肌 管 的 最 佳 条 件 , 发 明 人 扫描 了 扩 增 培养 基 与 随后 分 化 
培养 基 的 多 种 组 合 。 在 无 GF 的 分 化 培养 基 中 形成 的 肌 管 (图 22A\E 和 了 小 且 圆 。 向 分 化 培养 
基 中 添加 IGF-1 导 致 肌 管 一 一 这 在 生长 培养 基 中 很 少见 到 (图 22B) ,常见 于 Pro-LIF-bFGF 
(图 22J) 并 且 在 Pro-LIF 培 养 基 中 产生 丰富 的 肌 管 (图 22F) 。 将 EGF 添 加 到 分 化 培养 基 在 所 有 
扩 增 培养 基 中 导致 肌 管 (图 22C、G 和 KR) 。 添 加 IGF-1+EGF 在 生长 培养 基 (图 22D) 和 Pro-LIF- 
bFGF (图 22D) 中 导致 肌 管 ,并 且 在 Pro-LIF (图 22H) 中 产生 丰富 的 肌 管 。 

[0217] ”实施 例 13 

[0218] ”三 培养 提高 BSC 的 增殖 、 伸 长 ,和 在 多 和 孔 支 架 上 的 覆盖 率 

[0219] ”然后 ,发 明 人 想 要 研究 BSC 与 恒定 量 的 平滑 肌 细 胞 (SMO) 和 不 同 量 的 骨骼 微血管 内 
皮 细 胞 (SkMVEC) (分 别 为 2:1:1 和 2:1:5) 的 三 培养 对 BSC 存 活 、 增 殖 和 肌 管 分 化 (分 化 标志 
物 一 一 成 肌 和 蛋白 呈 阳 性 ) 的 影响 ,发 明 人 观察 到 ,与 在 以 较 高 浓度 的 SkKMVEC (2:1:5; 图 28) 温 
育 时 的 BSC 外 观 相 比 ,在 低 SKMVEC 浓 度 (2:1:1) 下 ,BSC 看 起 来 更 伸 长 ,发 明 人 还 观察 到 ,与 包 
含 BSC 的 单一 培养 物 或 共 培 养 物 (对 照 ) 相 比 ,BSC 增 加 了 其 在 多 和 孔 支 架 上 的 覆盖 率 , 并 且 看 
起 来 更 加 分 化 ,发 明 人 得 出 的 结论 是 ,与 其 他 测试 组 相 比 ,三 培养 物 在 两 种 温 育 比例 方面 均 
更 好 地 支持 了 BSC 的 增殖 和 分 化 ,并 将 BSC 的 分 化 潜力 进行 如 下 总 结 :单独 的 BSC<BSC+ECK< 
BSC+SMC<BSC+EC+SMC (图 23-26 和 28) 。 发 明 人 还 在 BSC+SMC+SkMVEC (2:1:1) 的 三 培养 物 中 观 
察 到 了 细胞 外 基质 (ECM) 的 分 泌 (图 27A-27B) 。 

[0220] 实施 例 14 

[0221] “三 培养 提高 了 组 织 化 大 豆 和 蛋白 支架 上 的 BSC 分 化 

[0222] 然后 ,发 明 人 想 要 研究 BSC 与 恒定 量 的 平滑 肌 细 胞 (SMO 和 骨骼 微血管 内 皮 细 胞 
(SkMVEC) (分 别 为 2:1:1) 的 三 培养 对 BSC 存 活 、 增 殖 和 肌 管 分 化 (分 化 标志 物 一 一 成 肌 和 蛋 
呈 阳 性 ) 的 影响 ,发 明 人 观察 到 ,BSC 不 仅 在 被 接种 与 SMC 共 培养 或 与 SMC 和 BEC 三 培养 时 提高 
了 其 在 TSP 支 架 上 的 宪 盖 率 , 而 且 与 单一 培养 ( 仅 BSO) 或 共 培养 (BSC 与 BEC 一 起 ;图 29) 相 比 
看 起 来 也 更 加 分 化 。 

[0223] ”实施 例 15 

[0224] ”在 不 添加 固化 凝 胶 的 情况 下 接种 BSC 

[0225] ”然后 ,发 明 人 想 要 研究 在 不 添加 固化 剂 (例如 , 血 纤 蛋白 ) 的 情况 下 ,将 BSC 接 种 在 
FDA 批 准 的 基于 胶原 的 支架 (Gelfoam@ ) 上 的 效果 。 发 明 人 观察 到 成 功 的 BSC 分 化 一 一 正如 
肌 管 形成 所 证 明 的 (图 30) 。 

[0226] ”尽管 已 经 在 本 文中 示例 和 描述 了 本 发 明 的 某 些 特征 ,但 是 本 领域 普通 技术 人 员 现 
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在 将 想到 许多 修改 、 蔡 换 、 改 变 \ 以 及 等 同 物 .因此 ,应 理解 ,所 附 权 利 要 求 旨 在 涵盖 落 入 本 
发 明 的 真实 精神 内 的 所 有 此 类 修改 和 改变 ， 
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图 9A 
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